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RESUMEN 
Las plagas de los cultivos son una gran amenaza para la producción agrícola, en particular, las 
enfermedades virales son responsables de importantes pérdidas económicas en la producción 
de cultivos de importancia mundial.  
Los ophiovirus son virus de plantas causantes de importantes enfermedades en cultivos de 
cítricos, lechuga, arándanos y plantas ornamentales. La psorosis de los cítricos es una 
enfermedad viral causada por el ophiovirus Citrus psorosis virus (CPsV), que produce un 
deterioro progresivo de los árboles al afectar sus tejidos conductores. Hasta el momento, no se 
conocen cultivares resistentes a CPsV. La enfermedad se ha reportado en muchas regiones 
productoras de cítricos a lo largo de todo el mundo. En nuestro país, se disemina de manera 
natural, reduciendo la producción de cítricos. La situación de la citricultura en todos los países 
de nuestra región se encuentra en expansión y constituye una actividad de muy alta 
importancia económica en la mayoría de éstos, con especial impacto en sus economías.  
El Big-vein de lechuga es otra enfermedad importante causada por ophiovirus que afecta a las 
principales áreas de producción de lechuga en nuestra región. El agente etiológico es el 
ophiovirus Mirafiori lettuce big vein virus (MiLBVV), el cual es transmitido por zoosporas móviles 
del hongo Olpidium virulentus. El big-vein causa serios problemas en los cultivos de lechuga 
durante los períodos más fríos del año y afecta a todos los tipos de lechuga que crecen en 
suelo al aire libre o bajo cubierta, y a los cultivos hidropónicos. La importancia económica de la 
enfermedad se debe a los síntoma del follaje, que reducen el valor de mercado, y a los retrasos 
en la formación de la cabeza y la disminución del tamaño de la planta, que reduce la proporción 
de plantas cosechables, ya que estas plantas suelen ser descartadas en el momento de la 
cosecha.  
Los cultivos de arándanos y variedades ornamentales como tulipán, fresia y ranúnculo también 
se encuentran afectados por ophiovirus. 
Debido a las pérdidas económicas ocasionadas por los ophiovirus, resulta de interés 
comprender el proceso infectivo responsable de las enfermedades causadas por estos virus 
para el diseño de nuevas estrategias que ayuden a controlar su diseminación.  
En este trabajo de tesis, se realizó un análisis exhaustivo de la secuencia y la predicción de 
estructura secundaria, junto con estudios funcionales sobre las MPs de esta familia de virus 
segmentados negativos. Se encontró que la MP de los ophiovirus es un miembro aislado de la 
superfamilia 30K, con una organización estructural única. En los ophiovirus, el ácido aspártico 
conservado dentro de este dominio es necesario para aumentar el tamaño límite de exclusión 
molecular de los plasmodesmos, para mantener su capacidad NCAP y para dirigir el 
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movimiento célula a célula de un vector viral de TMV deficiente en tal movimiento. Además, 
hemos logrado identificar otros posibles dominios y motivos funcionales presentes en la MP de 
CPsV, involucrados tanto en su localización subcelular como en su actividad como proteína de 
movimiento viral. Así, se encontró una NLS_BP funcional entre los aminoácidos 255 y 271, y la 
presencia de una posible señal de localización en plasmodesmos y de un péptido de tránsito a 
cloroplastos, ambos presentes en la región amino terminal de la MP. Encontramos que la 
región C-terminal es necesaria para que la proteína conserve la actividad proteasa, sin 
embargo, no sería necesaria para la función de movimiento célula a célula de la MP.  
Los ensayos de movimiento sistémico con virus híbridos, nos permitieron mostrar las primeras 
evidencias que afirman la idea de que el transporte sistémico de los ophiovirus estaría regulado 
por sus MP. 
Por ensayos de coinmunoprecipitación, hemos logrado identificar un número importante de 
proteínas de la planta que estarían interaccionando con la MP de CPsV. Por búsqueda 
bibliográfica, se encontró que un alto porcentaje de éstas participan en el transporte celular de 
macromoléculas y en las distintas etapas de expresión génica. También se identificaron una 
cantidad significativa de chaperonas, de proteínas asociadas con la respuesta frente a 
patógenos y hormonas, y de proteínas del sistema ubiquitina-proteasoma.  
Por último, se confirmó la localización de la proteína 24K en nucléolo, Cajal bodies, 
microtúbulos y posiblemente D-bodies. Por medio de un análisis bioinformático, seguido del 
correspondiente análisis mutacional, se encontró la presencia de una posible señal de 
exportación nuclear que sería requerida para la correcta localización nucleolar de la proteína. 
Además, se encontró un posible motivo WG/GW de unión a la proteína argonauta que sería 
necesario para la localización de 24K en D-bodies. La región carboxilo terminal sería requerida 
para la acumulación de la proteína en nucléolo, mientras que la región amino terminal estaría 
involucrada en la acumulación de la proteína en agregados en nucleoplasma. 
 
 
INTRODUCcIÓn 
GENERAL
  
  
‘In essence, if PDs are the doorway out of the 
cell, then plant viruses must possess the tools 
to find the door as well as the keys to unlock 
the door.’ (Schoelz et al., 2011). 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
1. Virus de plantas: el enemigo invisible 
Los virus son parásitos intracelulares obligados que sólo pueden multiplicar sus pequeños 
genomas en los organismos hospedantes. Por lo tanto, son exclusivamente dependientes del 
metabolismo celular del hospedante para su multiplicación y movimiento. La mayoría de los 
virus de plantas tienen genoma a DNA o RNA de cadena simple y positiva, y se transmiten 
mediante vectores biológicos o de manera mecánica. En particular, los genomas de los virus a 
RNA son generalmente más pequeños que los genomas de los virus a DNA, y por lo tanto, son 
aún más dependientes de su célula hospedante. 
Entre los principales grupos de patógenos de plantas, los virus son los únicos que viven 
exclusivamente en el simplasto de sus hospedantes. Otra característica distintiva es su 
pequeño genoma. Un virus debe lograr la infección de su hospedante utilizando una cantidad 
muy limitada de material genético, por lo que se valen de la maquinaria intracelular del 
hospedante para su replicación e infección. Así, cualquier gen presente en un genoma viral, 
luego de generaciones de selección, debe tener una función o funciones esenciales en el ciclo 
viral.  
Las infecciones virales generalmente causan síntomas que dan lugar a alteraciones 
morfológicas y fisiológicas de las plantas hospedantes que reducen su rendimiento, por 
ejemplo, reduciendo su biomasa y ocasionando pérdidas en los cultivos, como también pueden 
tener cierto atractivo en ornamentales (Figura 1A) y hasta presentar curiosos patrones en hoja 
(Figura 1B). Estos síntomas pueden ser muy variados, pero también, aunque presentes, los 
virus pueden no causar aparente sintomatología o incluso pueden ser completamente 
asintomáticos. 
 
  
Figura 1. A) Planta de Tulipa Fringed 'Lambada' sana (derecha) e infectada con Tulip breaking virus 
(TBV) (izquierda). B) Hoja de planta de maní con manchas en anillos concéntricos causadas por el 
virus Tomato spotted wilt virus (TSWV).  
 
A B 
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1.1. El descubrimiento del Virus del Mosaico del Tabaco: los inicios de la virología vegetal 
Los inicios de la virología vegetal se remontan a finales del siglo XIX. Para apreciar el 
descubrimiento de los virus como nuevos agentes infecciosos en aquella época, debemos 
pensar en contexto de lo que se sabía sobre la etiología de las enfermedades. Las bacterias 
eran reconocidas como los agentes causantes de la mayoría de las enfermedades infecciosas 
de plantas y animales. Se suponía que las bacterias u otros microorganismos serían 
responsables de todas las enfermedades transmisibles. La filtración era la principal técnica 
utilizada para separar tales agentes infecciosos de extractos o exudados, y se consideraba que 
la mayoría de los organismos infecciosos no pasaría a través de un filtro de porcelana sin 
esmaltar. El dogma del momento estaba basado en los postulados de Koch, que describían en 
detalle los pasos esenciales para determinar el organismo causal de una enfermedad: 1) el 
organismo debe estar asociado con la enfermedad y sus síntomas; 2) el organismo debe ser 
aislado y obtenido en cultivo puro; 3) la inoculación del organismo desde el cultivo puro debe 
reproducir la enfermedad; y 4) el organismo debe ser recuperado una vez más de las lesiones 
del hospedante. Además, los microbiólogos y los patólogos de ese entonces, creían que cada 
enfermedad infecciosa estaría identificada por un microorganismo que podría ser observado 
con el microscopio. 
El descubrimiento del virus del mosaico del tabaco (TMV, tobacco mosaic virus) comienza con 
el químico agrícola Adolf Mayer en 1879, cuando decidió estudiar una peculiar enfermedad del 
tabaco. Aunque la enfermedad ya se conocía desde mediados del siglo XIX, se considera que 
él fue la primera persona que logró transmitir el virus utilizando como inóculo el extracto de una 
planta enferma. Mayer, hizo experimentos con papel de filtro y encontró que el agente pasaba 
inicialmente, pero tras una filtración repetida, el extracto no era infeccioso, por lo que concluyó 
que el agente causal era una bacteria. Descartó a los hongos, ya que consideraba que no 
pasarían ni siquiera la primera filtración con papel. 
Si bien Mayer fue el pionero en el estudio de la 
enfermedad, el hombre que más crédito ha recibido por el 
descubrimiento de la naturaleza del agente infeccioso fue 
el botánico ruso Dmitrii Iwanowski. En 1887, Iwanowski 
comenzó a investigar esta enfermedad, que se 
manifestaba por la formación de un extraño diseño con 
forma de mosaico sobre las hojas (Figura 2) y a la que se 
refirió como “wildfire”, por la rapidez con la que se 
desarrollaba. Iwanowski sumergió hojas infectadas en un 
líquido para que se ablanden y del cual obtuvo un extracto 
 
 
Figura 2. Planta de tabaco infectada con 
tobacco mosaic virus (TMV).  
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que hizo pasar a través de un filtro muy fino. Se encontró con que el líquido que pasaba a 
través del filtro podía infectar a las plantas sanas. Luego de varios intentos sin éxito de cultivar 
del agente infeccioso, llegó a la conclusión de que el agente causal era una bacteria 
incultivable capaz de atravesar los poros de los filtros. En 1892 presento un artículo con sus 
descubrimientos en la Academia de Ciencias de San Petersburgo  
Seis años más tarde, el microbiólogo holandés Martinus Beijerinck introdujo por primera vez el 
concepto de virus. Concluyó que la enfermedad estaba producida por un nuevo tipo de agente 
infeccioso que denominó Contagium Vivum Fluidum (germen vivo soluble), sustancialmente 
distinto a las bacterias debido a su carácter filtrable y por no ser visible en el microscopio, y que 
más tarde se llamó virus del mosaico de tabaco. Este nuevo tipo de agente infeccioso, 
denominado simplemente virus, se caracterizó por ser demasiado pequeño para ser retenido 
por métodos de filtración bacteriana, demasiado pequeño para ser visto con el microscopio y 
no cultivable in vitro. Beijerinck repitió los experimentos de filtración de sus predecesores y 
concluyó que lo que pasaba a través de los filtros de porcelana seguía siendo infeccioso y era 
estéril de microorganismos. Encontró que a partir de la savia de una planta enferma, un 
número infinito de plantas sanas podían ser inoculadas e infectadas, con lo que concluyó que 
el agente infeccioso se reproduce en las plantas enfermas. Encontró que el extracto infeccioso 
era estable durante tres meses, y su virulencia no aumentaba ni disminuía, evidencia adicional 
de que no se trataba de bacterias. También observó que el virus seguía siendo viable, incluso 
después de que el tejido se secara, pero que el calentamiento del extracto a 90° lo inactivaba. 
Además, dedujo correctamente que el virus se movía dentro de la planta en el floema, aunque 
“sentía” que ocasionalmente también se movía por el xilema (Beijerinck, 1898)  
Estos tres investigadores describieron de forma independiente al agente causal de una 
enfermedad desconcertante. Tobacco mosaic virus fue el primer virus que se describió y ha 
sido muy importante en la historia de la virología por muchas razones más allá del 
descubrimiento del concepto viral. Desde su descubrimiento, TMV ha servido como modelo 
experimental y conceptual para el estudio de los virus de plantas y de las interacciones con sus 
hospedantes. De hecho, la proteína 30K de TMV fue la primera proteína de movimiento célula 
a célula (MP) en ser descripta. Esta MP ha surgido como modelo para estudiar los mecanismos 
moleculares del transporte célula a célula. Además, TMV fue el primer virus en ser purificado 
químicamente (Stanley, 1935) y visualizado, su RNA fue el primer genoma viral en ser 
demostrado suficiente para lograr la infectividad, y su proteína de cubierta fue la primera 
proteína viral secuenciada. Además, muchos otros conceptos fundamentales para la virología, 
se desarrollaron y siguen desarrollándose con TMV. 
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1.2. Interacción de los virus con sus hospedantes 
Las interacciones entre un virus y sus células hospedantes desempeñan un papel central en el 
ciclo de infección viral. Por lo tanto, comprender las interacciones virus-hospedante es 
fundamental para determinar los mecanismos de las infecciones virales. Para que los virus 
invadan activamente las plantas, tienen que perturbar los procesos existentes en las células 
vegetales y manipular la maquinaria celular necesaria para completar su ciclo infectivo, a la vez 
que contrarrestar los sistemas de defensa disparados por la planta. 
Los virus codifican proteínas necesarias para su replicación, movimiento, supresión del 
silenciamiento génico y encapsidación. A lo largo de la evolución, han desarrollado complejas 
relaciones con sus hospedantes biológicos, convirtiendo a las infecciones virales en procesos 
complejos que dependen de interacciones coordinadas y equilibradas entre los factores 
codificados por los virus y los codificados por sus hospedantes. Debido a esta complejidad, las 
infecciones sistémicas de los virus se limitan generalmente a un cierto rango de hospedantes. 
Mientras que algunas especies de plantas permiten el movimiento sistémico de un determinado 
virus, otras pueden restringirlo a las hojas inoculadas o incluso a la célula inicialmente 
infectada. Así mismo, los virus que logran infecciones sistémicas pueden no ser capaces de 
infectar todos los tejidos del hospedante. Si bien la capacidad de los virus para invadir y causar 
la infección sistémica de las plantas depende en gran medida de factores virales y celulares 
que ayuden a la replicación y el movimiento del virus, el resultado de la infección también está 
determinado por las defensas antivirales de las plantas y la capacidad de los virus para 
evadirlas. El resultado de esta competencia conduce a una resistencia completa de la planta, si 
el virus no puede superar las defensas disparadas por la planta, o una infección sistémica, 
eventualmente terminando con la muerte del hospedante, si la contra defensa viral es lo 
suficientemente eficaz como para evitar la protección sistémica de la planta, o situaciones 
intermedias, las cuales siempre dependen de la interacción con el ambiente, y/o con vectores 
que los transmiten. La rápida evolución de los virus les ha permitido generar variantes de 
genes de avirulencia, sorteando las barreras moleculares de defensa de las plantas. A su vez, 
como estrategia para superar la aparición de nuevos virus, las plantas co-evolucionan 
generando genes de resistencia mediante procesos de recombinación. Una importante 
estrategia de defensa antiviral de las plantas es el reconocimiento específico de las proteínas 
efectoras virales por los productos génicos de resistencia de la planta y la posterior iniciación 
de una respuesta hipersensible (HR) que conduce a la muerte celular. Esta respuesta detiene 
la propagación del virus restringiéndolo a las células inicialmente infectadas. Como una 
segunda capa de defensa, la HR produce una señal sistémica (non-cell autonomous) que 
conduce a una resistencia sistémica adquirida (SAR) que proporciona protección no específica 
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contra un amplio espectro de patógenos (Durrant and Dong, 2004). Otro importante mecanismo 
de defensa antiviral es el silenciamiento de RNA, que se propagarse célula a célula y 
sistémicamente por floema provocando la degradación del RNA viral (Baulcombe, 2004; Ding 
and Voinnet, 2007; Incarbone and Dunoyer, 2013). 
 
1.3. Biodiversidad viral 
El estudio de la biodiversidad de los virus vegetales ha implicado un gran desafío, ya que a 
diferencia de otros organismos, los virus carecen de RNA ribosomales u otros genes 
universales a partir de los cuales se estudie su diversidad (Seifert, 2009; Stackebrandt and 
Goebel, 1994). Sin embargo, se han utilizado varios métodos para el descubrimiento viral, con 
diferentes resultados y eficiencias. Las herramientas de diagnóstico tradicionales para los virus 
de plantas incluyen inoculación de plantas indicadoras, pruebas serológicas (ELISA), diversas 
técnicas de hibridación de ácidos nucleicos y microscopía electrónica (ME), y más 
recientemente PCR o RT-PCR y sus formas cuantitativas. Actualmente, el surgimiento de 
nuevas tecnologías en biología molecular como los microarrays y el deep sequencing, están 
brindando una imagen muy diferente del mundo de la virología vegetal (Boonham et al., 2007; 
Grover et al., 2010). La secuenciación de genomas completos permite comprender diversos 
aspectos de la virología, como el número, tamaño y localización de los genes en el genoma 
viral; la secuencia aminoacídica, la función de sus proteínas, y las especies generadas de la 
expresión de su genoma. La capacidad de manipular genéticamente a los virus mediante la 
generación in vitro de transcriptos infectivos a partir de secuencias clonadas de cDNA (Ahlquist 
et al., 1984), ha permitido avanzar en el estudio de las funciones génicas.  
 
2. Los ophiovirus 
Como ocurrió en el siglo pasado con la enfermedad del tabaco y muchas otras enfermedades 
de plantas, la naturaleza de sus agentes causales no se determinó hasta hace algunas 
décadas. Una antigua enfermedad conocida como psorosis de los cítricos se describió por 
primera vez en 1891, pero fue casi un siglo más tarde cuando el agente viral pudo ser 
observado mediante microscopía electrónica como una partícula filamentosa y espiralada 
(Derrick et al., 1988). Sin embargo, la verdadera morfología fue observada en 1994, por Robert 
G. Milne, quien encontró que los viriones del virus de la psorosis de los cítricos, Citrus psorosis 
virus (CPsV), eran partículas delgadas, filamentosas y circulares que se asemejaban a aquellas 
observadas en tenuivirus y a las nucleocápsides de miembros de la familia Bunyaviridae 
(Garcia et al., 1994) como el tospovirus TSWV. En los años siguientes, Milne descubrió nuevos 
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virus (Vaira et al., 2006; Vaira et al., 1997) con una morfología similar que más tarde formarían 
parte de un nuevo género, Ophiovirus, derivado del griego "ophios", que significa serpiente, 
haciendo referencia a la forma alargada, retorcida y en espiral de las partículas virales (Figura 
3). 
 
 
Figura 3. Micrografía electrónica de contraste negativo (acetato de 
uranilo) de viriones de un aislamiento del ophiovirus Mirafiori lettuce 
big-vein virus (MiLBVV). La barra representa 100 nm. (ICTV 9th 
Report, 2011) 
 
Los ophiovirus son virus de plantas con genoma a RNA de simple cadena y polaridad negativa 
causantes de importantes enfermedades en cultivos de cítricos, lechuga, arándanos y plantas 
ornamentales. Hasta la fecha, además de CPsV, otros seis virus con morfología similar han 
sido identificados las especies: tulip mild mottle mosaic virus (TMMMV), causante de rayado y 
moteado de hojas en tulipán (Morikawa et al., 1995); rannunculus white mottle virus (RWMV) 
(Vaira et al., 2003), encontrado en dos especies de la familia Ranunculacae; Mirafiori lettuce 
big-vein virus (MiLBVV), causante del big-vein de lechuga (van der Wilk et al., 2002); lettuce 
ring necrosis virus (LRNV), causante de la enfermedad ring necrosis en cultivos de lechuga 
(Bos and Huijberts, 1996; Torok and Vetten, 2002), fressia sneak virus, responsable del 
necrosado en hojas de fresias (FreSV) (Vaira et al., 2009; Vaira et al., 2007) y blueberry mosaic 
associated virus (BlMaV), asociado a los síntomas de mosaico observados en cultivos de 
arándanos (Thekke-Veetil et al., 2014). En el año 2009, el Comité internacional de taxonomía 
de virus (ICTV, International Committee of Taxonomy of Viruses) encuadró a este género 
dentro de una nueva familia de virus, la familia Ophioviridae. Esta familia está clasificada dentro 
de “Negative sense ssRNA viruses”, pero fuera del orden Mononegavirales (ICTV, 9th Report 
(King et al., 2011)).  
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En la Figura 4 se muestra un árbol filogenético donde se observan las relaciones entre los 
ophiovirus y todas las demás familias de virus negativos. Este árbol se construyó con las 
secuencias del módulo de las RdRp de virus a RNA de cadena negativa representativos del 
orden Mononegavirales, y familias Arenaviridae y Ophioviridae, y del género Tenuivirus.  
 
 
Figura 4. Árbol filogenético no rooteado de miembros de la familia Ophioviridae y de todos los virus a RNA de 
cadena negativa basado en la secuencia de módulo de la RdRp conservado entre las RNA polimerasas RNA 
dependientes. Las especies de ophiovirus con que se cuenta dicha secuencia son de sólo 5 de los 7 
miembros: RWMV, MiLBVV, CPsV, BlMaV y LRNV. Las longitudes de rama son proporcionales a las 
distancias genéticas entre secuencias (ICTV, 2017, en prensa). 
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El genoma de estos virus se divide en tres o cuatro segmentos encapsidados individualmente 
por un único tipo de proteína de cubierta. El RNA 1 codifica una pequeña proteína involucrada 
en la supresión del silenciamiento génico post-trascripcional (PTGS) (Reyes et al., 2016; 
Robles Luna et al., 2017b) y luego de una región intergénica (IR) de aproximadamente 100 
nucleótidos, se encuentra el gen de la RNA polimerasa RNA-dependiente (RdRp). Dado que 
ningún virus con genoma a RNA negativo segmentado de plantas ni animales poseen dos 
ORFs en el segmento mayor de su genoma, con la RdRp ubicada luego de una IR, esta 
organización genómica es una característica particular de esta familia de virus. La proteína de 
movimiento (MP) de los ophiovirus está codificada en el RNA2 (Hiraguri et al., 2013; Robles 
Luna et al., 2013) y también participa en la supresión del PTGS (Robles Luna et al., 2017b). 
Los ophiovirus, al igual que otros virus de plantas con genoma de polaridad negativa, además 
de encapsidar a los RNAs virales genómicos (vRNA) (de polaridad negativa), también 
encapsidan los virales complementarios (vcRNA, de polaridad positiva), aunque mucha menor 
proporción. Los ophiovirus solo poseen una única proteína de cubierta (coat protein, CP) 
codificada por el RNA 3 (Sánchez de la Torre et al., 1998), que presenta interacción homóloga, 
además de interaccionar con la MP en el citoplasma (Robles Luna et al., 2013).  
 
La complejidad de la organización genómica de los ophiovirus y sus estrategias de replicación, 
han impedido hasta el momento, el desarrollo de un sistema de clones infectivos mediante 
genética reversa, y por ende tampoco estudios funcionales sobre las proteínas codificadas por 
estos virus utilizando métodos estándar de mutagénesis en el contexto de la infección. Esto 
nos ha limitado a estudiar la función de sus proteínas en forma aisladas o combinadas usando 
otras estrategias, pero no dentro del ciclo de infección. 
 
2.1. La psorosis de los cítricos 
2.1.1. Importancia económica y sintomatología 
La psorosis de los cítricos es una enfermedad causada por el ophiovirus Citrus psorosis virus 
(CPsV), que produce un deterioro progresivo de los árboles al afectar sus tejidos conductores. 
Si bien en algunas especies de cítricos la enfermedad puede ser menos agresiva, el síntoma 
más característico en los árboles adultos a campo es el escamado de la corteza del tronco y de 
las ramas principales. Se observa acumulación de gomas por debajo de las lesiones de la 
corteza y puede impregnar el xilema produciendo oclusión de los vasos, y manchas en la 
madera (Roistacher, 1993). En primavera, en los brotes jóvenes pueden observarse manchas 
cloróticas (flecking) y manchas en forma de anillos (ringspots) en hojas, y en algunos casos en 
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el fruto (Martín et al., 2002) (Figura 5). Los aislamientos más severos pueden producir pústulas 
y producción de goma en el envés de las hojas, pecíolos y ramas jóvenes. Existe variación en 
la intensidad de los síntomas de psorosis según los aislamientos, el clima, la época del año y 
las variedades cultivadas. Las especies de cítricos más afectadas son el naranjo dulce, pomelo 
y mandarino. Otras especies, como el naranjo amargo y limonero muestran síntomas típicos en 
las hojas, pero permanecen libres de lesiones en la corteza (Milne et al., 2003; Moreno et al., 
2015). La enfermedad se ha reportado en muchas regiones productoras de cítricos a lo largo 
de todo el mundo. Por lo general, los árboles infectados no mueren, pero el virus les causa un 
decaimiento lento y eventualmente se vuelven improductivos, causando importantes daños a la 
industria cítrica.  
 
  
 
Figura 5. Síntomas característicos de la enfermedad psorosis de los cítricos. A) 
Descascarado de la corteza del tronco y ramas principales. B) Manchas cloróticas en 
hojas. C) Manchas en la madera. 
 
2.1.2. Transmisión 
El virus se transmite por injerto, pero los síntomas raramente aparecen antes de que los 
árboles tengan 10 años de edad, y cuando se propagan brotes infectados de árboles 
asintomáticos en el momento de toma de yemas, explicando en parte la alta incidencia de la 
enfermedad en algunas zonas citrícolas (Moreno et al., 2015). Con mayor o menor dificultad 
diferentes aislamientos de CPsV son mecánicamente transmitidos a Chenopodium quinoa 
A B 
C 
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donde producen lesiones locales necróticas, y a Gomphrena globosa dando el mismo tipo de 
lesiones locales, pero en ésta última el virus puede moverse a hojas superiores dando una 
infección sistémica, manifestándose con lesiones locales (Milne et al., 2003; Roistacher, 1993) 
(Figura 6). Los ensayos de transmisión por semillas fueron realizados cuando no se conocía el 
agente causal de la enfermedad, dando como resultado que podría transmitirse en semillas de 
especies trifoliadas, usadas como patrón o pie en Argentina y otros países. Sin embargo, 
actualmente no existen pruebas experimentales que demuestren la transmisión de CPsV por 
semilla, a menos aún en otras especies (D’Onghia et al., 1998). En Texas, análisis espaciales y 
espacio-temporales en cultivos de cítricos con árboles infectados por psorosis, fueron 
consistentes con la propagación de la enfermedad a través de vectores, siendo un candidato 
Olpidium brasicae (Gottwald et al., 2005), pero estos ensayos preliminares tampoco han sido 
confirmados.  
  
Figura 6. Síntomas locales producidos por CPsV en hospedantes 
herbáceos experimentales. Anillos cloróticos y necróticos en hojas 
de A) Chenopodium quinoa y B) Gomphrena globosa.  
 
2.1.3. Una mirada dentro de la biología de Citrus psorosis virus  
El genoma de CPsV es tripartito, de RNA monocatenario y polaridad negativa (Kormelink et al., 
2011) (Figura 7). El RNA 1 presenta un ORF en el extremo 5´ que codifica para la proteína 
denominada 24K, que está involucrada en la supresión del PTGS y en el procesamiento de 
microRNAs (Reyes et al., 2016; Robles Luna et al., 2017b). Hacia el extremo 3 ´, una región 
intergénica de 109 nt, y un segundo ORF que codifica para la RdRp viral (Naum-Ongania et al., 
2003). El RNA 2 codifica para la proteína de movimiento viral célula a célula 54K (MPCPsV) 
(Robles Luna et al., 2013) y también involucrada en la supresión del silenciamiento génico 
(Robles Luna et al., 2017b; Sanchez de la Torre et al., 2002). El RNA 3 contiene el ORF que 
codifica para la proteína de cubierta viral (CP) (Sánchez de la Torre et al., 1998). 
A B 
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Figura 7. Organización genómica de Citrus psorosis virus (CPsV). Los cuadrados 
representan los ORFs. Se indica la longitud de cada segmento de RNA y los tamaños 
aprox. de los productos de expresión de los ORF, que es también como se denominan las 
proteínas (24K, 48K y 54K). 
 
Los conocimientos acerca del ciclo de infección de CPsV son escasos. Sin embargo, se ha 
avanzado en la localización subcelular y las funciones de las proteínas 24K, CP y MP (Peña et 
al., 2012; Reyes et al., 2016; Robles Luna et al., 2013; Robles Luna et al., 2017a; Robles Luna 
et al., 2017b). La localización subcelular de las proteínas CP y MP se analizó mediante 
fraccionamiento subcelular de C. quinoa infectada y por microscopía confocal (CLSM) usando 
proteínas de fusión a GFP expresadas transitoriamente en Nicotiana benthamiana. La proteína 
MP se encontró en núcleo, citoplasma, pared celular y fracción microsomal, y mediante CLSM, 
la proteína de fusión MP:eGFP se encontró en el núcleo, citoplasma y plasmodesmos (PD) 
(Robles Luna et al., 2013). Aplicando las mismas estrategias, la CP sólo se localizó en el 
citoplasma (Peña et al., 2012) y la 24K fue encontrada mayoritariamente en núcleo y nucléolo 
(Reyes et al., 2016; Robles Luna, 2014). Estos resultados apoyan las funciones de supresión 
del PTGS y de movimiento viral determinadas en las proteínas 24K y MP, mientras que la CP 
sólo se la ha encontrado asociada a la encapsidación, aunque probablemente como la mayoría 
de las proteínas virales, son multifuncionales.  
 
2.2. El “Big-vein” de lechuga 
2.2.1. Importancia económica y sintomatología  
El big-vein de lechuga es una enfermedad transmitida por un vector de suelo que afecta a las 
principales áreas de producción de lechuga (Lactuca sativa) en todo el mundo. Fue descripta 
por primera vez en California en el año 1934 (Jagger and Chandler, 1934), pero ha sido 
Introducción general 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
26 
encontrada por todo el mundo, principalmente en regiones frías a templadas y menos 
frecuentemente en áreas subtropicales. El big-vein causa serios problemas en los cultivos de 
lechuga durante los períodos más fríos del año (Barcala Tabarrozzi et al., 2010; Huijberts et al., 
1990; Roggero et al., 2000; Vetten et al., 1987) afectando todos los tipos de lechuga que 
crecen en suelo al aire libre o bajo cubierta, y en los cultivos hidropónicos (Roggero et al., 
2003). La importancia económica de la enfermedad se debe a los síntoma del follaje, que 
reducen el valor de mercado, y a los retrasos en la formación de la roseta y la disminución del 
tamaño de la planta, lo que reduce la proporción de plantas cosechables. Los principales 
síntomas de big-vein son el aclaramiento de la región próxima a las venas, arrugas y distorsión 
de las hojas (Walsh, 1994) (Figura 8). Estos síntomas se hacen más evidentes en la lechuga 
crecida en invierno bajo ambientes protegidos, donde el hongo vector se desarrolla mucho más 
rápidamente. La enfermedad está asociada con dos virus, Lettuce big-vein associated virus 
(LBVaV; género Varicosavirus) y Mirafiori lettuce big-vein virus (MiLBVV; género Ophiovirus) 
(Fauquet et al., 2005).  
 
 
Figura 8. Síntomas de ‘big-vein’ en plantas de lechuga 
 
LBVaV, anteriormente llamado Lettuce big-vein virus, fue descripto por primera vez por Kuwata 
et al. (1983) y se pensó que era el agente causal de la enfermedad por casi dos décadas. Sin 
embargo, no había evidencias de que LBVaV indujera síntomas de big-vein en lechuga. El 
segundo virus asociado con la enfermedad, MiLBVV, fue descubierto por Roggero et al. (2000). 
Posteriormente, Lot et al. (2002) reportaron que las plantas de lechuga infectadas con LBVaV 
no desarrollaban síntomas en ausencia de MiLBVV y que las plantas de lechuga infectadas con 
MiLBVV desarrollaban síntomas de big-vein independientemente de la presencia o ausencia de 
LBVaV. Por lo tanto, actualmente se considera a MiLBVV como el único agente causal del big-
vein de lechuga (Lot et al., 2002; Sasaya et al., 2008; Sasaya and Koganezawa, 2006). 
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2.2.2. Transmisión 
MiLBVV es transmitido por zoosporas móviles del hongo Olpidium virulentus (antiguamente 
nombrado O. brassicae) (Sasaya and Koganezawa, 2006; Vaira et al., 2011). Las esporas 
pueden persistir durante más de 20 años en el suelo, conservando la capacidad de transmitir la 
enfermedad durante más de 15 años (Campbell, 1996). Esta asociación virus-vector representa 
un serio problema en los intentos de evitar la propagación de la enfermedad a campo, debido a 
la falta de productos químicos adecuados para el suelo y a la larga vida de las esporas en 
reposo. Se ha demostrado que MiLBVV está presente en la maleza Sonchus oleraceus, que 
puede actuar como un reservorio natural para la infección de lechuga por medio del hongo 
vector (Navarro et al., 2005). Las prácticas culturales para reducir las pérdidas son limitadas: la 
rotación de cultivos no ha tenido éxito, y aunque existen algunos cultivares de lechuga que 
pueden tener diferente tolerancia a la enfermedad, no se conoce un germoplasma que 
presente resistencia a big-vein (Bos and Huijberts, 1990; Ryder and Robinson, 1995). Así, 
como se ha demostrado para MiLBVV, las zoosporas de Olpidium spp. también transmiten 
TMMMV, LRNV y FreSV (Lot et al., 2002; Meekes and Verbeek, 2011; Navarro et al., 2004; 
Sasaya and Koganezawa, 2006; Vaira et al., 2006), pero no se conoce el vector de RWMV, 
CPsV y BlMaV. 
 
2.3. El genoma de Mirafiori lettuce big-vein virus 
MiLBVV es un virus segmentado con genoma a RNA de cadena simple y de polaridad 
negativa, aunque las partículas virales contienen cantidades casi equimolares de moléculas de 
RNA de ambas polaridades. El genoma consta de cuatro RNAs con siete ORFs (Vaira et al., 
2011) (Figura 9). El RNA1 codifica para la polimerasa viral y una proteína de 25 kDa (Naum-
Ongania et al., 2003; van der Wilk et al., 2002). El RNA2 es ambisense, codifica una proteína 
en el RNA genómico viral, de aproximadamente 10 kDa, y la MPMiLBVV o 55K que está 
codificada en la cadena viral complementaria (Hiraguri et al., 2013; Robles Luna et al., 2013). 
La CP está codificada en el RNA3, y el RNA4 contiene dos ORFs solapados en diferentes 
marcos de lectura, el primero codifica una proteína con una masa molecular aproximada de 37 
kDa, y el segundo, que carece de codón de iniciación, codificaría una proteína de 
aproximadamente 10 kDa. Esta posible proteína podría estar siendo expresada por un +1 
ribosomal frameshift, pero no ha sido probado experimentalmente.  
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Figura 9. Organización genómica de Mirafiori lettuce big-vein virus (MiLBVV). Los cuadrados de 
colores representan los ORFs predichos. Se indica la longitud de cada segmento de RNA. 
 
3. Movimiento viral  
La infección exitosa de un virus en su hospedante vegetal surge de su capacidad de 
propagación desde el sitio inicial de la infección a los tejidos y órganos distantes. Una vez 
dentro de la célula vegetal, los virus se replican en el sitio de infección y se propagan célula a 
célula para crear un foco de infección local, hasta que se encuentran con los tejidos vasculares, 
donde se cargan en los elementos del floema para distribuirse por toda la planta. Este 
transporte implica varias etapas en diferentes compartimentos celulares: intracelularmente 
desde el sitio de replicación hasta la periferia celular, intercelularmente a través de la pared 
celular hasta las células adyacentes, a través de los tejidos hasta el sistema vascular y a través 
de los elementos conductores del sistema vascular a los tejidos más distantes del sitio de 
infección, donde el virus puede iniciar una infección sistémica (Harries and Nelson, 2008; Hull, 
2014b; Schoelz et al., 2011; Tilsner et al., 2014; Ueki and Citovsky, 2007). En todas las etapas 
intercelulares, los virus deben atravesar la pared celular vegetal por los PD. Para esto, los virus 
de plantas han desarrollado una clase especial de proteínas, llamadas proteínas de movimiento 
(MPs), que facilitan el transporte intercelular de complejos de ribonucleoproteínas virales 
(vRNP) o partículas virales (Benitez-Alfonso et al., 2010; Carrington et al., 1996; Lucas, 2006; 
Scholthof, 2005; Taliansky et al., 2008). 
 
 
Introducción general 
 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
29 
3.1. Plasmodesmos: las puertas de la comunicación simplástica 
Dado que los protoplastos vegetales están separados entre sí por la pared celular, las plantas 
han desarrollado canales ligados a la membrana plasmática denominados plasmodesmos 
(PDs) que establecen una vía de comunicación simplástica entre las células vecinas de las 
plantas (Ehlers and Kollmann, 2001) (Figura 10). Esta conexión simplástica proporcionada por 
los PDs hace que la planta pueda regular su homeostasis mediante cambios en la estructura 
de los PDs, en su composición bioquímica, o modificando la cantidad de PDs que conectan las 
diferentes células entre sí (Cantrill et al., 2001; Ehlers et al., 1999; Ehlers and Kollmann, 2001; 
Epel and Erlanger, 1991; Erwee and Goodwin, 1985; Gisel et al., 1999; Kim et al., 2002; Lucas 
et al., 1993; Rinne et al., 2001; Ruan et al., 2001; Shepherd and Goodwin, 1992a, b; van der 
Schoot et al., 1995; van der Schoot and Rinne, 1999). 
La capacidad de los PDs para permitir el transporte intercelular se mide generalmente en 
términos de su límite de exclusión de tamaño (SEL, size exclusión limit) (Ding et al., 1999). El 
SEL se define como el tamaño, expresado como masa molecular, del colorante fluorescente 
más grande que se moverá a través de los PDs entre células contiguas (McLean et al., 1997). 
Los virus de plantas están restringidos a cumplir su ciclo viral en el simplasto, utilizando los 
PDs para invadir las células vecinas (Lucas, 2006), estableciendo una comunicación 
simplástica y con el tejido floemático. Esta vía es esencial para la señalización intercelular 
espaciotemporal en el desarrollo de la planta, y que es explotada por los virus para mover sus 
genomas por toda la planta.  
 
 
Figura 10. La infección sistémica de una planta depende de la comunicación celular a corta y larga 
distancia. El citoplasma de las células vegetales presenta una continuidad dada por los plasmodesmos 
que es aprovechada por los virus para su diseminación. Tomado de Maule et al., 2012, con 
modificaciones 
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3.1.1. Estructura y función de los PDs 
Los PDs son canales recubiertos de membrana plasmática que atraviesan la pared celular de 
células adyacentes. Se forman durante la citocinesis, cuando un componente del ER queda 
atrapado en el fragmoplasto en desarrollo, formando un elemento central membranoso 
denominado desmotúbulo. El espacio entre la membrana plasmática y el desmotúbulo contiene 
canales citoplasmáticos, a través de los cuales las moléculas solubles se mueven de una célula 
a otra (Bell and Oparka, 2011; Benitez-Alfonso et al., 2006). Los PDs están rodeados de pared 
celular enriquecida en pectina y contiene glucanos insolubles (calosa) depositados sobre la 
región de la pared alrededor del cuello del PD (Figura 11). 
Los virus han desarrollado mecanismos para adaptar las propiedades funcionales de los PDs y 
permitir su propagación. Esta adaptación se manifiesta con la acción de las MPs virales, que se 
requieren específicamente por el virus para modificar el SEL y mediar su propagación a través 
de los PDs (Heinlein, 2015; Leisner, 1999; Lucas, 2006). 
 
Figura 11. Dibujo de un plasmodesmo simple que muestra la organización general y la 
ubicación de las proteínas asociadas a la estructura: PDCB1, plasmodesmata callose 
binging protein; PDLP, plasmodesmata located proteins; actina; miosina VIII y β 1,3-
glucanasas. La región de la pared celular donde se ubican los PD es rica en pectina. En la 
región del cuello se encuentran depósitos de calosa. ER: retículo endoplasmático. 
 
El SEL de los PDs está bajo un estricto control y cambios durante el crecimiento y desarrollo de 
la planta. Las hojas más jóvenes, que actúan como sumideros fisiológicos de fotoasimilados, 
tienen PDs con un SEL globalmente mayor que los PDs en tejidos maduros, que son fuente de 
fotoasimilados. Sin embargo, a pesar del SEL restringido en las hojas maduras, las células 
tanto de hojas maduras como inmaduras interaccionan con las células vecinas y pueden tener 
PDs en diferentes grados de apertura: cerrados, abiertos y dilatados; indicando que la apertura 
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del PD es individualmente regulada por cada célula y capaz de responder a señales 
específicas (Crawford and Zambryski, 2001). La maduración de la hoja y la disminución global 
correspondiente del SEL, se han correlacionado con un cambio en la estructura de PD "simple" 
a "ramificado" (Oparka et al., 1999). En los tejidos maduros, los PDs exhiben una morfología 
más compleja donde los PDs se ramifican y/o se fusionan entre sí. La regulación de los PDs 
durante el desarrollo es necesaria por su papel crítico en el transporte de moléculas, como por 
ejemplo las implicadas en la señalización durante la morfogénesis. 
Si bien la base molecular de la regulación de la permeabilidad de los PDs durante el desarrollo 
sigue siendo desconocida, puede involucrar un subconjunto de los ocho miembros descriptos 
de las proteínas PDLPs (Plasmodesmata located proteins). Mientras que el papel de las PDLPs 
en el transporte de las proteínas endógenas de las plantas aún no se ha determinado, su 
participación en el movimiento viral sí ha sido demostrada. Por ejemplo, las PDLPs 
probablemente participan en el movimiento de Grape fan leaf virus (GFLV) y de CaMV, cuyas 
MPs forman estructuras tubulares que se extienden sobre los PDs y destruyen su estructura 
(Ritzenthaler and Hofmann, 2007). Además, un estudio reciente reveló que las ocho PDLP 
interaccionan con la MP de GFLV y sirven como puntos de anclaje para iniciar la formación de 
estos túbulos (Amari et al., 2010). En el triple mutante pdlp1/2/3, tanto GFLV como CaMV 
mostraron propagación local y sistémica retardada, lo que demuestra la importancia de las 
PDLPs en el movimiento célula a célula y larga distancia de estos virus (Amari et al., 2010). 
 
3.1.2. Mecanismos virales que controlan la apertura de los PDs  
Interferencia con la actina asociada a los PDs 
Varios estudios indican que la apertura de los PDs está controlada directa o indirectamente por 
los filamentos de actina (Su et al., 2010; White and Barton, 2011). Consistentemente con el 
papel de la actina en el control de la apertura de los PDs, se demostró que las MPs de TMV y 
de Cucumber mosaic virus (CMV) muestran actividad de corte de actina in vitro. Además, la 
estabilización de los filamentos de actina por tratamiento con faloidina, altera la capacidad de 
las MPs para aumentar el SEL del PD in vivo (Su et al., 2010). Sin embargo, aunque estos 
hallazgos sugieren que las MPs manipulan los filamentos de actina para controlar la apertura 
de los PD, queda por demostrar si la actividad de corte de actina de estas MPs ocurre en el PD 
o en otra parte de la célula. Tampoco está claro si estas MPs interaccionan efectivamente in 
vivo con la actina. Es posible que la reorganización del citoesqueleto de actina por las MPs 
virales de lugar a un cambio de la estructura del PD y un aumento concomitante en el SEL. 
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Interferencia con la deposición de calosa 
La calosa es el componente regulador más estudiado de los PDs. Cuando se acumula en 
niveles altos en la región del cuello del PD, actúa como un esfínter molecular que restringe el 
canal y limita el tráfico macromolecular (Zavaliev et al., 2011) (Figura 12).  
 
Figura 12. La apertura de los plasmodesmos está regulada por la deposición de calosa en la pared 
celular alrededor del cuello del poro. Las calosa sintasas y β-1,3-glucanasas localizadas en el 
plasmodesmo controlan los niveles de calosa, que determinan si el plasmodesmo está abierto 
(izquierda) o cerrado (derecha) y si el movimiento puede ocurrir libremente (izquierda) o está 
obstruido (derecha). Tomado con modificaciones de Maule et al., 2012 
 
De esta forma, otro mecanismo posible para controlar la permeabilidad de los PDs, es la 
deposición e hidrólisis de calosa (β-1,3-glucano) existente en el cuello del PD. La calosa se 
deposita en la región del cuello del PD en respuesta al estrés, incluyendo heridas y ataques de 
patógenos (Zavaliev et al., 2011). Los niveles de calosa se determinan por el equilibrio entre su 
biosíntesis por calosas sintasas y la degradación por β-1,3-glucanasas (Sagi et al., 2005; 
Zavaliev et al., 2010). Específicamente, un aumento de calosa en el PD disminuye el SEL 
(Radford et al., 1998; Radford and White, 2001; Sivaguru et al., 2000). Por lo tanto, la 
deposición de calosa en el cuello del PD, es otro de los mecanismos que puede modificar un 
virus para controlar la permeabilidad de los PDs y favorecer la infección. El silenciamiento de β-
1,3-glucanasa en Nicotiana sylvestris induce la acumulación de calosa alrededor de las 
lesiones de TMV y la reducción del SEL, lo que da como resultado una susceptibilidad 
disminuida a TMV (Beffa et al., 1996; Iglesias and Meins, 2000). Evidencias experimentales 
indican que la MP de TMV permite el movimiento través de los PDs evitando la deposición de 
calosa inducida por la infección. La degradación de calosa promovida por la coexpresión 
ectópica de β-1,3-glucanasa durante la infección por TMV aumenta el SEL del PD y facilita el 
movimiento intercelular del virus (Bucher et al., 2001). Por otro lado, la infección con un 
mutante de TMV que carece de las proteínas CP y MP (TMVΔCPΔMP) condujo a la deposición 
de calosa alrededor del PD en plantas de tabaco (N. tabacum), mientras que un nivel reducido 
de acumulación de calosa se ha observado en plantas transgénicas MP infectadas con 
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TMVΔCPΔMP (Levy et al., 2007). Así, la calosa se acumula como resultado del mecanismo de 
defensa de la planta para inhibir la propagación del virus, mientras que la MP con la replicasa 
viral regulan la degradación de la calosa para la apertura del PD. Esto sugiere claramente que 
existe una correlación negativa entre la acumulación de calosa y la propagación del virus. Para 
explicar este efecto, se ha propuesto que la MP puede reclutar β-1,3 glucanasas para degradar 
la calosa inducida por estrés en los PD (Epel, 2009; Guenoune-Gelbart et al., 2008). Esta 
hipótesis se basa en estudios que indican una correlación positiva entre la expresión de β-1,3-
glucanasa y la propagación viral (Beffa et al., 1996; Bucher et al., 2001; Iglesias and Meins, 
2000).  
Además, se determinó por ensayo de doble híbrido que la proteína TGBp2 de PVX interacciona 
con tres proteínas del hospedante que a su vez interaccionan con β-1,3-glucanasa (Fridborg et 
al., 2003). Aunque este hallazgo sugiere la posibilidad de que la TGBp2 reclute β-1,3-
glucanasas al PD para aumentar SEL a través de una interacción con las proteínas del 
hospedante, queda por demostrar que estas interacciones ocurran in vivo, especialmente 
durante la infección viral. También debe demostrarse que la interrupción de tales interacciones 
tiene un efecto negativo en el movimiento viral.  
 
Niveles celulares de especies reactivas de oxígeno 
Además de la actina y los depósitos de calosa, existen cada vez más evidencias de que los 
niveles intracelulares de especies reactivas de oxígeno (ROS) estarían cumpliendo un papel 
importante en la regulación de los PDs (Benitez-Alfonso et al., 2009; Benitez-Alfonso and 
Jackson, 2009; Kim et al., 2002; Stonebloom et al., 2009). Las ROS afectan el transporte a 
través de los PDs tanto positivamente como negativamente. Una explicación posible es que 
diferentes grados de aumento en el contenido de ROS pueden ejercer efectos opuestos sobre 
la maquinaria reguladora de los PDs (Ueki et al., 2011). 
 
3.2. Movimiento viral intracelular: ‘Plasmodesmata targeting’ 
Luego de la entrada en una célula vegetal, un virus debe replicarse y desplazarse a la periferia 
celular para transferir sus ácidos nucleicos y/o proteínas a las células adyacentes. Para 
muchos virus, la replicación ocurre en las membranas celulares (Netherton et al., 2007; 
Sanfaçon, 2005). Algunos virus a DNA se replican dentro del núcleo (Gutierrez, 1999; 
Lazarowitz et al., 2004), mientras que otros lo hacen en inclusiones citoplasmáticas que 
contienen tanto factores virales como celulares. Sin embargo, independientemente de dónde se 
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produzca la replicación, un virus debe moverse desde el sitio de replicación hacia las células 
circundantes para garantizar una infección exitosa. 
Mediante ensayos de FRAP (Fluorescent recovery after photobleaching) se estableció que 
moléculas de hasta 500 kDa pueden difundirse libremente dentro del citoplasma (Luby-Phelps, 
2000; Seksek et al., 1997). De esta forma, las MPs podrían llegar a los PD por difusión y 
posterior anclaje mediado por receptores específicos. Sin embargo, se presume que los 
complejos de ribonucleoproteínas virales (vRNP) y las partículas virales que son mucho más 
grandes, requieren mecanismos de compartimentalización y transporte específicos que 
aseguren su ensamblado y posterior transporte al poro de los PDs. 
Por ensayo de doble híbrido, Lewis y Lazarowitz (2010) encontraron que una sinaptotagmina 
de Arabidopsis (SYTA), un sensor de calcio que regula la endo/exocitosis de las vesículas, 
interacciona con las MPs de TMV y de Cabbage leaf curl virus. En plantas de Arabidopsis 
SYTA mutantes, la infección sistémica se retrasa y se inhibe la diseminación intercelular de la 
MP (Lewis and Lazarowitz, 2010). Los autores plantean la hipótesis de que las MPs son 
dirigidas a vesículas endosómicas mediante interacción con SYTA y que estas vesículas 
depositan a continuación la MP en el PD para el movimiento intercelular. Una vía endocítica 
similar se ha propuesto para las proteínas de Potato mop-top virus (PMTV) (Haupt et al., 
2005a). En contraste, más recientemente se ha demostrado una vía exocítica que utiliza TuMV 
para dirigir sus proteínas de movimiento a los PDs (Wei et al., 2010). Por ensayos de doble 
híbrido de levadura, se encontró interacción entre la MP de Tomato spotted wilt virus (TSWV) 
con la proteína de Arabidopsis At-4/1. El complejo NSm.At-4/1 se localiza en PD y es capaz de 
moverse célula a célula (Paape et al., 2006). Las PDLPs son otra familia de proteínas celulares 
que se localizan en PD e interaccionan con una MP formadora de túbulos. Amari et al. (2010) 
demostraron que las PDLPs son importantes para la formación de túbulos de la MP 2B de 
GFLV y que mutantes de PDLP retardaban la propagación del virus (Amari et al., 2010).  
Mientras que algunos virus dependen de la vía secretora para dirigirse a los PDs, otros 
interaccionan con el retículo endoplasmático (ER) cortical y el citoesqueleto asociado para 
propagar la infección. 
 
3.2.1. El rol de los microtúbulos 
La mayoría de los estudios iniciales sobre el movimiento intracelular de los virus de plantas se 
enfocaron en la interacción de la MP de TMV con los microtúbulos (Heinlein et al., 1995; 
McLean et al., 1995; Padgett et al., 1996). Trabajos recientes han sugerido que la dinámica de 
los microtúbulos en el frente de infección puede impulsar el movimiento de la MP a los PD, 
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posiblemente en asociación con el RNA viral (Boyko et al., 2007; Brandner et al., 2008; Ouko et 
al., 2010; Sambade et al., 2008). En apoyo con esta idea, se ha observado que mutantes de 
tabaco defectuosos en la dinámica de microtúbulos son menos susceptibles a la infección por 
TMV (Ouko et al., 2010). Así mismo, la inhibición de la polimerización de los microtúbulos 
reduce el movimiento intracelular de la MP de TMV (Sambade et al., 2008). Sin embargo, hay 
reportes que cuestionan la importancia de los microtúbulos para el movimiento de TMV. Por 
ejemplo, la interrupción de la estructura y polimerización de los microtúbulos mediante 
tratamiento con inhibidores o por silenciamiento del gen de la tubulina, no tuvo ningún efecto 
negativo en la propagación del TMV (Gillespie et al., 2002; Kawakami et al., 2004). La 
propagación del virus tampoco disminuyó por mutantes de la MP que tenían una afinidad 
reducida por los microtúbulos (Gillespie et al., 2002). Aunque muchas otras proteínas virales 
también se asocian con los microtúbulos, aún no hay evidencias claras de que tal interacción 
sea crítica para el movimiento viral (Benitez-Alfonso et al., 2010; Harries et al., 2010). Por 
ejemplo, trabajos recientes demostraron que la proteína TGB1 de PMTV, interacciona con los 
microtúbulos, sin embargo, esta asociación sólo se observó en las células por detrás del frente 
de infección y el crecimiento de la lesión no se inhibió por el tratamiento con inhibidores de 
microtúbulos, sugiriendo que la interacción entre TGB1 y los microtúbulos no es necesaria para 
la propagación del virus (Wright et al., 2010). 
 
3.2.2. La participación de los microfilamentos de actina 
Varios estudios recientes han demostrado la participación de los microfilamentos de actina en 
el movimiento intracelular de algunos virus. Por ejemplo, los complejos virales de replicación 
(VRCs) formados en células infectadas por TMV se localizan y circulan a lo largo de los 
microfilamentos (Liu et al., 2005). Los VRCs se han observado en la periferia celular, lo que 
sugiere que se mueven a lo largo de los microfilamentos para depositar en los PD los 
componentes virales necesarios para el transporte intercelular (Kawakami et al., 2004). Aunque 
el rol de los VRCs en el movimiento intercelular sigue siendo especulativo, esta idea es 
apoyada por el hallazgo de que los microfilamentos intactos son necesarios para la 
diseminación intercelular de TMV (Harries et al., 2009b; Kawakami et al., 2004). Sin embargo, 
cabe señalar que existen evidencias contradictorias que sugieren que los microfilamentos no 
son necesarios para la propagación de TMV (Hofmann et al., 2009). Además de los VRC de 
TMV, tanto los complejos de replicación de Turnip mosaic virus (TuMV) como las inclusiones de 
la P6 de Cauliflower mosaic virus (CaMV) pueden moverse a lo largo de los microfilamentos 
(Cotton et al., 2009; Harries et al., 2009a). 
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A su vez, el movimiento de estos componentes virales a lo largo de los filamentos de actina 
sugiere la participación de las miosinas, una gran superfamilia de motores moleculares 
asociados a los microfilamentos. En los últimos años se ha comenzado a explorar la 
importancia de las miosinas en el movimiento viral (Avisar et al., 2008a; Avisar et al., 2008b; 
Harries et al., 2009b; Prokhnevsky et al., 2005). La utilización por parte de los virus de plantas 
del sistema actina-miosina para el desplazamiento intracelular sería bastante única, ya que los 
virus animales utilizan principalmente los microtúbulos y sus proteínas motoras asociadas (las 
kinesinas), para el movimiento intracelular (Greber and Way, 2006).  
 
3.3. Movimiento viral intercelular 
Se distinguen dos tipos de tráfico intercelular a través de los PDs: dirigido y no dirigido 
(Zambryski and Crawford, 2000). El movimiento no dirigido se asemeja a la difusión pasiva y se 
rige por el SEL endógeno del PD involucrado, la disponibilidad de proteínas, y posiblemente las 
características bioquímicas de la molécula que se está transportando (Crawford and Zambryski, 
2000; Roberts and Oparka, 2003; Wu et al., 2003; Zambryski and Crawford, 2000). Por el 
contrario, el movimiento dirigido implica interacciones específicas entre las macromoléculas 
transportadas y los componentes del PD que conducen a un aumento en el SEL, y por lo tanto, 
no está limitado por el SEL endógeno de una célula dada (Wu et al., 2003). El movimiento 
dirigido se da en moléculas específicas e implica un proceso activo, dependiente de energía, 
que las dirija a través de los PD (Roberts and Oparka, 2003; Zambryski and Crawford, 2000). 
Ejemplos de este mecanismo lo constituyen las MPs virales, como por ejemplo la MPTMV, que 
interactúa directamente con los PDs (Atkins et al., 1991; Ding et al., 1992; Oparka et al., 1997; 
Tomenius et al., 1987) y facilita la diseminación célula a célula del RNA viral a través de los 
PDs (Citovsky et al., 1990; Citovsky et al., 1992; Kotlizky et al., 2001; Oparka et al., 1999).  
Si bien es común que se haga una distinción entre el movimiento intracelular y el movimiento 
intercelular, a veces puede ser difícil separarlos. Dado que la red de ER se extiende desde el 
citoplasma, a través de los PDs y hacia la siguiente célula, un virus puede utilizar esta red para 
el transporte intra e intercelular. Sin embargo, a pesar de esta continuidad, el SEL de los PDs 
proporciona una barrera física que debe ser superada por los virus para pasar con éxito de una 
célula a otra. Las MPs virales son las encargadas de aumentar el SEL (Harries and Nelson, 
2008; Waigmann et al., 2004b).  
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3.3.1. Proteínas de movimiento viral: ‘The keys to unlock the door’ 
El potencial de propagación de un virus determinado es un factor importante que determina su 
virulencia y patogenicidad. Para adaptarse a las plantas como hospedantes, los virus han 
necesitado evolucionar para adquirir la capacidad de modificar los PDs. Para esto, los virus de 
plantas han adquirido uno o más genes que codifican proteínas de movimiento, que facilitan el 
transporte célula a célula a través de los PDs (Ding et al., 1995; Fujiwara et al., 1993; Lucas et 
al., 1993; Oparka et al., 1997; Roberts et al., 2001). Una característica distintiva de las MPs 
virales es su capacidad de manipular el mecanismo que determina el SEL y aumentar la 
apertura de los PDs, incluso en las hojas maduras.  
Las MPs se definen clásicamente como factores codificados por los virus de plantas que 
interaccionan con los PDs para mediar la propagación intercelular de la infección viral. 
Clásicamente, el término MP se ha usado para proteínas que son necesarias para la 
propagación de infecciones, pero que tienen poco impacto en la replicación en células 
individuales cuando se mutan. Si bien todos los virus de plantas codifican MPs, no existe una 
gran similitud de secuencia entre MPs pertenecientes a diferentes grupos taxonómicos (Cheng 
et al., 1998; Waigmann et al., 2004b). A pesar de las similitudes funcionales de las MPs, cada 
vez hay más pruebas de que las sutilezas del mecanismo de movimiento de cada virus pueden 
ser diferentes, incluso entre virus muy estrechamente relacionados (Scholthof, 2005; 
Waigmann et al., 2004b). La naturaleza multifuncional de las proteínas virales también implica 
que las MPs pueden mostrar funciones alternativas; como por ejemplo, actividad supresora de 
silenciamiento (Bayne et al., 2005). 
El hallazgo de que las MPs virales compiten con proteínas endógenas por la maquinaria celular 
encargada del transporte célula a célula, apoya la hipótesis de que los genes de las MPs 
fueron adquiridos del genoma de la planta (Kragler et al., 1998). Además, como los PDs se 
encargan del trasporte selectivo de moléculas regulatorias, la competencia entre las MPs y 
tales moléculas de la planta, podría explicar algunos aspectos del desarrollo de síntomas como 
respuesta a las infecciones virales. 
Las MPs virales pueden dividirse en tres clases generales basadas en sus propiedades 
funcionales: 1) MPs que muestran propiedades de unión a RNA y median la translocación de 
las ribonucleoproteínas virales (vRNP) sin reorganización estructural de los PDs; 2) MPs que 
generan una reorganización estructural del canal del PD mediante la formación de túbulos que 
proporcionan el conducto para el movimiento célula a célula de partículas virales o vRNP ; y 3) 
un grupo de proteínas definidas genéticamente como MPs pero que tienen funciones más 
relacionadas con el tráfico intracelular de componentes virales a los PDs y pueden o no mostrar 
capacidad de unión a ácidos nucleicos virales. 
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De manera más sistemática, las MPs pueden dividirse en varios grupos evolutivos basados en 
sus propiedades funcionales y estructuras secundarias predichas (Melcher, 2000). Esta 
clasificación será abordada en el Capítulo 1.  
 
3.3.2.  Estrategias virales de movimiento vía plasmodesmos 
Los virus y sus MPs han evolucionado y desarrollado diferentes mecanismos de transporte 
intracelular y de interacción con los PDs. Algunos virus se mueven célula a célula por 
interacción con mecanismos celulares que controlan el SEL de los PDs, mientras que otros 
alteran la arquitectura de los PDs a través del ensamblado de estructuras de transporte 
especializadas dentro del canal. Así mismo, algunos virus se mueven entre las células en forma 
de partículas virales, mientras que otros pueden interaccionar con los mecanismos de 
transporte de los ácidos nucleicos para mover sus genomas en forma no encapsidada.  
Es importante recordar que incluso los genomas virales desnudos tienen un diámetro efectivo 
demasiado grande para pasar a través de los PDs. De este modo, una de las funciones clave 
de la MP viral es agrandar los PD para permitir el paso del virus a la célula adyacente (Wolf et 
al., 1989). Las MPs también desempeña un papel activo, aunque menos definido, en el 
movimiento físico del virus a través del PD. Como se mencionó anteriormente, las MPs de los 
virus de plantas se pueden dividir en dos grandes categorías, basadas en el grado de cambios 
estructurales que inducen en el PD y la forma del complejo ácido nucleico-proteína viral que 
viaja a través del PD (Benitez-Alfonso et al., 2010; Niehl and Heinlein, 2011; Scholthof, 2005). 
En la Figura 13 se muestra un esquema de los diferentes modelos propuestos para el 
movimiento de los virus a través de los PD. 
 
Figura 13. Modelos de movimiento viral vía plasmodesmos. A) Modificación de los PDs por virus que se mueven de una célula 
a otra en forma no encapsidada. Las MP de estos virus causan un aumento en el SEL del PD a menudo relacionado con la 
degradación de la calosa asociada al PD, pero también puede implicar un papel de la actina. Los complejos de 
A B C 
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ribonucleoproteínas virales (vRNP) atraviesan el canal del PD probablemente en asociación con la membrana del 
desmotúbulo. B) Modificación del PD por virus que forman túbulos. El túbulo se forma con la MP viral y permite el movimiento 
entre las células de partículas virales enteras. Dado que el túbulo reemplaza al desmotúbulo, este tipo de movimiento 
interrumpe la continuidad entre las células de ER. C) Modelo propuesto para el movimiento de Potexvirus. 
 
Los siguientes párrafos describen diferentes mecanismos mediados por las MPs por los cuales 
los virus alcanzan los PDs y se mueven a través de ellos.  
 
Virus que se mueven sin la formación de túbulos 
A diferencia de los virus que forman túbulos, la mayoría de los virus de plantas se mueven a 
través de los PDs sin inducir grandes cambios estructurales en la arquitectura del canal (Figura 
13 A y C). Esta forma de movimiento debe estar asociada con partículas infecciosas y 
mecanismos de movimiento que se adapten a la estructura y función de los PDs. Además, es 
probable que dependan de mecanismos celulares existentes para el transporte de 
macromoléculas. Como consecuencia de dicha adaptación, la mayoría de los virus que no 
dependen de una MP formadora de túbulos, desarrollaron mecanismos para moverse de célula 
a célula en forma no encapsidada. 
El mecanismo mediante el cual las MPs de virus que no forman túbulos manipulan el SEL de 
los PDs tampoco se conoce. Dado que varias proteínas vegetales endógenas son capaces de 
modificar el SEL y de moverse célula a célula como las MPs (Lucas et al., 2009), las MPs 
probablemente interaccionan con mecanismos endógenos y factores celulares del hospedante 
para el transporte intercelular. Una hipótesis de cómo estas MPs pueden mover el genoma viral 
a través de los PDs es que las MPs y otros factores non-cell-autonomous pueden causar un 
cambio en los niveles locales de Ca+2, lo cual se sabe que afecta el SEL de los PDs (Baluska et 
al., 1999; Baron-Epel et al., 1988; Holdaway-Clarke et al., 2000; Lew, 1994; Tucker, 1990; 
Tucker and Boss, 1996; Yaholom et al., 1998). Las MPs también podrían causar un consumo 
local de ATP (algunas MPs han mostrado unión a nucleótidos), que también causa dilatación 
de los PDs (Cleland et al., 1994; Tucker, 1993). Estudios más recientes indican que las MPs de 
CMV y TMV tienen actividad de corte de actina F y que esta actividad es necesaria para 
incrementar el SEL (Su et al., 2010). Estas MPs también pueden dilatar los PDs a través de la 
degradación de los depósitos de calosa presentes en los PDs.  
El movimiento viral a través de los PDs puede requerir también de la asistencia de chaperonas 
específicas. Esta hipótesis es apoyada por un estudio que sugiere que el transporte a través de 
los PDs puede implicar el desplegado de proteínas (Kragler et al., 1998) y por la observación 
de que las células en el frente de la infección sufren una inducción transitoria de la expresión 
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de Hsp70 (Havelda and Maule, 2000; Whitham et al., 2003). El closterovirus Beet yellows virus 
(BYV) expresa un homólogo de Hsp70 requerido para el movimiento, el cual se cree que facilita 
el movimiento del virus uniéndose a un receptor de PD y a un dominio de la cápside viral 
(Alzhanova et al., 2001). Finalmente, estas MPs pueden regular el SEL por interacción o 
reclutamiento de proteínas receptoras específicas. La proteína de Tabaco NtNCAPP1 
interacciona con la MP de TMV y con varias NCAPs. La presencia de un mutante NtNCAPP1 
interfiere con la capacidad de la MP de TMV para aumentar el SEL de los PDs (Lee et al., 
2003; Taoka et al., 2007).  
 
Virus que se mueven a través de túbulos en los PDs  
Los virus que se mueven célula a célula en forma de viriones encapsidados se encuentran con 
el problema de que el tamaño de las partículas de virión (generalmente > 10 nm) excede el 
diámetro del canal citoplasmático de los PDs (la manga citoplasmática tiene un máximo de 
10nm de diámetro). Como resultado, los virus adoptaron estrategias drásticas para permitir que 
las partículas pasen a través del poro. Estos virus codifican MPs capaces de montar una 
estructura de transporte en forma de túbulos dentro de los PDs (Kasteel et al., 1996; van Lent 
et al., 1991; van Lent and Schmitt-Keichinger, 2006) (Figura 13 B). Este transporte guiado por 
túbulos implica la modificación estructural de los PD, que consiste en la eliminación del 
desmotúbulo (Benitez-Alfonso et al., 2010; Niehl and Heinlein, 2011) y un incremento efectivo 
del SEL desde 5 hasta 50 nm (Kitajima and Lauritis, 1969; Lucas et al., 1993; van der Wel et 
al., 1998). La eliminación del desmotúbulo indica que el sistema de endomembranas no está 
implicado en el transporte intercelular de estos virus, aunque puede ser necesario para el 
movimiento intracelular desde el sitio de ensamblado del virión hasta el túbulo.  
Si bien no se conoce el mecanismo molecular del transporte guiado por túbulos, algunas MPs 
de estos virus interaccionan con su respectiva CP, usualmente por el extremo C-terminal de la 
MP. Por ejemplo, el extremo C-terminal de la MP de CPMV se encuentra en el interior del 
túbulo (van Lent et al., 1991), en estrecha proximidad a la partícula viral cuando pasa a través 
de éste. Consistentemente, la deleción del extremo C-terminal de esta MP interfiere con la 
captación de viriones en el túbulo, llevando a la observación de túbulos "vacíos" (Lekkerkerker 
et al., 1996). Interacciones específicas entre los túbulos y los viriones a través del extremo C-
terminal de la MP también se han observado con el virus GFLV (Belin et al., 1999). Se ha 
demostrado para varios virus, entre ellos CaMV, TSWV, CPMV (cowpea mosaic virus) y GFLV, 
que sus MPs son necesarias y suficientes para la formación de estas estructuras tubulares 
(Perbal et al., 1993; Ritzenthaler et al., 1995; Storms et al., 1995; van Lent et al., 1991). Los 
géneros de virus con miembros que utilizan túbulos para el movimiento intercelular incluyen los 
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géneros Caulimovirus, Comovirus, Tospovirus, Bromovirus y Nepovirus (Kasteel et al., 1997; 
Kitajima and Lauritis, 1969; Melcher, 2000; Perbal et al., 1993; Ritzenthaler et al., 1995; Storms 
et al., 1995; van Lent et al., 1991). 
Es posible que esta estrategia de movimiento pueda ocurrir por un proceso dinámico similar al 
treadmilling de microtúbulos y actina, en el que el ensamblado de monómeros en un extremo 
del túbulo se equilibra por desensamblado en el otro extremo. Teniendo en cuenta la afinidad 
de las MPs por sus CP, los complejos MP-virión pueden ensamblarse en la base del túbulo de 
la célula infectada y ser transportados a través de los PDs a través del treadmilling de túbulos, 
y luego ser liberados en la célula adyacente por desensamblaje (Niehl and Heinlein, 2011).  
Hay evidencias que sugieren que estos virus se mueven a través de PDs no ramificados. 
Además, se ha observado un aumento en el número de PDs en el frente de infección de estos 
virus (van der Wel, 2000). Sin embargo, queda aún por establecerse, si los túbulos también 
pueden formarse mientras se están desarrollando PDs nuevos en lugar de ocurrir una 
modificación de los PDs existentes no ramificados. 
 
Virus que se mueven como vRNP 
La mayoría de los virus que no forman túbulos codifican MPs que forman vRNPs con vRNA y 
facilitan la propagación intercelular de estos complejos de vRNPs por interacción con la 
maquinaria celular que se encarga del transporte de macromoléculas y de la regulación del 
SEL de los PD. Este tipo de movimiento puede ser independiente de la CP, como en el caso de 
TMV (Holt and Beachy, 1991), o puede requerir de la CP como por ejemplo, en el caso de los 
bromovirus Brome mosaico virus (BMV) y CMV (Kim et al., 2004; Nagano et al., 2001; Sasaki et 
al., 2005) o los potexvirus (Verchot-Lubicz et al., 2007) (Figura 13 C). Sin embargo, aunque la 
CP de TMV es dispensable para el movimiento local del virus, es necesaria para el movimiento 
a larga distancia a través del floema (Holt and Beachy, 1991). Al igual que para muchos otros 
virus, este requisito de la CP para el movimiento a larga distancia no necesariamente puede 
reflejar un requisito de formación de virión, pero puede indicar el requisito de la estabilización 
adicional de la vRNP para la entrada o el movimiento a través de la vasculatura (Hipper et al., 
2013). 
Los bromovirus BMV y CMV se mueven célula una célula como una vRNP y también necesitan 
de la CP para la propagación; sin embargo, la CP tiene funciones auxiliares, ya que se ha 
demostrado que mutaciones específicas en la MP permiten que estos virus se muevan sin la 
CP (Andreev et al., 2004; Kim et al., 2004; Nagano et al., 2001; Sasaki et al., 2005). Se 
demostró que una deleción del extremo C-terminal de la MP de CMV aumenta la estabilidad de 
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las vRNPs (Andreev et al., 2004; Kim et al., 2004) y permite una infección independiente de la 
CP (Nagano et al., 2001). Esto sugiere que la necesidad de la CP para el movimiento puede 
estar relacionada con la afinidad de la MP por el RNA viral. Por lo tanto, las MPs que se unen 
fuertemente a su RNA como el caso de la MP de TMV hacen que la CP sea innecesaria, sin 
embargo, las MP que se unen débilmente a su RNA, como el caso de CMV (Li and Palukaitis, 
1996), requieren de la CP, lo que indica que el RNA necesita encapsidarse para el movimiento 
(Lucas, 2006).  
 
Una hipótesis interesante es que los virus pueden cambiar sus estrategias de movimiento en 
función de la especie de hospedante que esté infectando o por parámetros ambientales. Las 
MPs de virus formadores de túbulos forman estructuras de tipo túbulo cuando se expresan en 
protoplastos (por ejemplo, véase van Lent et al., 1991). Curiosamente, se forman estructuras 
aparentemente similares en los protoplastos infectados con TMV, lo que sugiere que incluso 
TMV, que como ya se mencionó es el modelo de virus que se mueven por una estrategia no 
guiada por túbulos, puede tener la opción para diferentes estrategias de movimiento (Heinlein 
et al., 1998). Las propiedades bioquímicas comunes y las estrategias de movimiento flexibles 
pueden contribuir a la capacidad de las MPs para complementar el movimiento deficiente de 
virus no relacionados (Lewandowski and Adkins, 2005; Morozov et al., 1997; Rao et al., 1998; 
Sánchez-Navarro et al., 2006; Tamai et al., 2003). 
 
3.3.3. Regulación del movimiento viral a través de los PDs 
Probablemente, como un medio para minimizar el daño ocasionado al hospedante por la 
dilatación (gating) permanente de los PDs, la actividad de las MPs se controla en varios 
niveles. Por ejemplo, la MP de TMV sólo se sintetiza transitoriamente durante las primeras 
etapas de la infección (Blum et al., 1989; Watanabe et al., 1984) y se degrada por el 
proteasoma 26S (Reichel and Beachy, 2000). El cese de la expresión de MP y la degradación 
de las MP remanentes, conduce a la desaparición de la proteína varias células detrás del frente 
de infección, dando a los sitios de infección un patrón en forma de anillo si la MP se fusiona 
con proteínas fluorescentes (Heinlein et al., 1995; Heinlein et al., 1998; Hofmann et al., 2009; 
Padgett et al., 1996; Szécsi et al., 1999). Por otra parte, el gating de PDs durante la infección 
por TMV se limita al frente de infección, aunque los PDs de las células centrales de los sitios de 
infección siguen siendo marcados con MP:GFP (Oparka et al., 1997). Esto indica que la MP se 
vuelve no funcional para el gating de PDs después de que el virus se haya diseminado. La 
capacidad de la MP para dilatar los PDs disminuye después de la fosforilación (Trutnyeva et al., 
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2005; Waigmann et al., 2000) por una quinasa asociada a la pared celular (Citovsky et al., 
1993). Por lo tanto, otro nivel de regulación sería la inactivación de la función de las MPs a 
través de la fosforilación por una quinasa localizada en los PDs.  
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HIPÓTESIS GENERALES 
 
- Las proteínas de movimiento de los ophiovirus pertenecen a un grupo aislado de 
proteínas de movimiento viral célula a célula.  
- La proteína MP de CPsV contiene determinados dominios proteicos responsables de su 
localización subcelular y de la función de movimiento viral y supresión del silenciamiento 
génico. 
- La proteína 24K de CPsV contiene dominios funcionales responsables de su 
localización subcelular y de su actividad como proteína supresora del silenciamiento 
génico.  
- La proteína MP de CPsV interviene en el movimiento viral a larga distancia.  
- La MP de CPsV interacciona con varias proteínas del hospedante para cumplir con sus 
funciones en el ciclo viral. 
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OBJETIVOS GENERALES 
 
El conocimiento de los mecanismos utilizados por los virus para propagarse, y en particular de 
nuevas familias de virus, contribuyen al descubrimiento de los principios básicos de la biología 
de virus de plantas y la interacción que ocurre entre ellos. 
En el presente trabajo de tesis doctoral, se propuso avanzar en la caracterización estructural y 
funcional de las proteínas de movimiento de los ophiovirus CPsV y MiLBVV, caracterizando sus 
dominios funcionales involucrados en el movimiento viral célula a célula. También se planteó 
identificar la/las proteínas de CPsV involucradas en el movimiento viral a larga distancia, así 
como los factores celulares que interaccionan con la proteína de movimiento de CPsV durante 
el ciclo viral. 
 
A continuación se detallan los objetivos específicos que se plantearon para abordar este 
análisis: 
 
1.  Realizar un análisis bioinformático exhaustivo de las proteínas de movimiento célula a 
célula de los ophiovirus, con el fin de determinar posibles dominios y/o motivos 
funcionales presentes en sus secuencias. 
2. Estudiar los dominios determinantes de la localización subcelular de las proteínas 24K y 
MPCPsV, mediante expresión transitoria de mutantes in planta. 
3. Determinar los dominios funcionales de la proteína 54K involucrados en la función de 
movimiento viral. 
4. Determinar las proteínas de CPsV involucradas en el movimiento viral a larga distancia. 
5. Caracterizar el interactoma de la proteína de movimiento de CPsV. 
 
  
 
CAPITULO  1
La proteína de movimiento de 
los ophiovirus pertenece a la 
superfamilia 30K de proteínas 
de movimiento viral
´
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INTRODUCCIÓN 
1. La superfamilia 30K 
Las MPs pueden dividirse en varios grupos evolutivos basados en sus propiedades funcionales 
y en sus estructuras secundarias predichas (Melcher, 2000). Actualmente se agrupan en cuatro 
clases estructurales, de las cuales la más grande es el grupo de la superfamilia 30K, formada 
por miembros estructuralmente relacionados con la proteína de movimiento de 30 kDa de TMV 
(Koonin et al., 1991; Melcher, 2000; Mushegian and Koonin, 1993). 
Homólogos de la MP 30K de TMV, con diversos grados de similitud de secuencia, continúan 
siendo descubiertos en varios virus a DNA y RNA de plantas, siendo los virus con genomas a 
RNA de doble hebra los únicos que hasta el momento no se ha probado que codifiquen 
homólogos de esta familia.  
El origen evolutivo de la superfamilia 30K continúa siendo un misterio, debido a que aún no han 
sido caracterizadas las estructuras terciarias de sus miembros y a que parece no haber 
homólogos de la familia fácilmente reconocibles fuera de los virus de plantas (Mushegian and 
Elena, 2015).  
Si bien se desconocen los mecanismos de acción, el análisis molecular de diferentes miembros 
de la superfamilia 30K ha revelado muchas propiedades de estas MPs que son potencialmente 
relevantes para los mecanismos de propagación viral célula a célula. Estas propiedades 
incluyen la capacidad de: 1) unir RNA y DNA monocatenario de manera cooperativa y no 
específica (Karpova et al., 2006; Lough et al., 2000; Shemyakina et al., 2011); 2) localizarse y 
acumularse en PDs (Ding et al., 1992; Lucas, 2006; Niehl and Heinlein, 2011); 3) inducir el 
incremento del SEL de los PDs; y 4) facilitar tanto su propio tráfico intercelular como de 
macromoléculas heterólogas (Su et al., 2010; Vogler et al., 2008; Waigmann and Zambryski, 
1995; Wolf et al., 1989). 
La superfamilia 30K es la familia de genes de virus de plantas con la más amplia distribución 
filogenética. Por lo tanto, el descubrimiento de miembros cada vez más diversos ha dificultado 
la identificación de grandes regiones de similitud de secuencia que sean compartidas por todos 
los miembros de la superfamilia. Esta baja conservación de secuencia sugiere que sus 
miembros podrían tener una estructura tridimensional común, eclipsada por la gran divergencia 
de secuencia. De hecho, se ha podido caracterizar un dominio central muy conservado en 
estructura secundaria que es compartido por todos sus miembros. Este dominio consiste en 
una α-hélice separada por siete cadenas-β (Melcher, 2000; Mushegian and Elena, 2015; Yu et 
al., 2013). La única porción de secuencia común en todas las MPs 30K es una pequeña región 
entre las cadenas-β1 y -β2, la cual contiene varios residuos hidrofóbicos conservados y un 
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ácido aspártico casi invariante (‘motivo D’) el cual constituye la “secuencia signature” de la 
superfamilia (Melcher, 2000; Mushegian and Koonin, 1993; Yu et al., 2013). Este aspartato 
parece ser necesario para la actividad de movimiento de las MPs 30K (Bertens et al., 2000; Li 
et al., 2009; Yu et al., 2013; Zhang et al., 2012), sin embargo, aún se desconoce su función 
molecular. En el caso de Alfamovirus, Dianthovirus y Torradovirus, el ácido aspártico es 
sustituido por asparagina y se alinea con un residuo aromático en Nepovirus. En este último 
caso, sin embargo, se encuentra un residuo de ácido aspártico cinco residuos más delante en 
la secuencia, que se sospecha que puede ser el equivalente funcional del ‘motivo D’ en los 
Nepovirus (Mushegian and Elena, 2015). 
 
2. Estudio de la función génica en virus a RNA negativos 
La genética reversa, es decir, la posibilidad de sintetizar in vitro genomas virales derivados de 
cDNAs clonados o de transcriptos de sus genomas, es una poderosa herramienta para el 
estudio de la biología de los virus de plantas, ya que permite manipular genéticamente sus 
genomas. Sin embargo, en el caso de virus cuyo genoma es a RNA negativo, que necesitan de 
la polimerasa viral para iniciar la síntesis de sus genomas, se presenta gran dificultad para 
generar clones virales infectivos, por lo que esta estrategia no suele estar al alcance de estos 
virus de plantas. Hasta el momento, el estudio funcional de los virus a RNA negativos se limita 
al análisis de sus proteínas aisladas y al uso de vectores virales que permitan estudiar las 
funciones de las mismas en el contexto de una infección.  
En la actualidad, las estrategias más usadas para determinar las funciones de los genes que 
codifican las MP en virus negativos, se basan en ensayos de complementación de función en 
trans (transcomplementación), donde se utilizan virus con genoma a RNA de polaridad positiva 
defectivos en la función en estudio. Los virus positivos más utilizados en estos ensayos son 
PVX y TMV (Huang et al., 2005; Li et al., 2004; Morozov et al., 1997; Xiong et al., 2008). Un 
ejemplo interesante de transcomplementación lo constituye la MP de TSWV, un virus negativo 
que se mueve a través de túbulos en los PDs. Si bien, como ya se mencionó, el mecanismo de 
movimiento de TMV no utiliza la formación de túbulos en los PDs, la MPTSWV (que forma 
túbulos) es capaz de facilitar el movimiento tanto célula a célula como a larga distancia de un 
TMV defectivo en su MPTMV (Lewandowski and Adkins, 2005).  
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HIPÓTESIS 
- Las MPs de los ophiovirus pertenecen al grupo de la superfamilia 30K de proteínas de 
movimiento viral. 
- Las MP 54K de CPsV y 55K de MiLBVV contienen el ‘motivo D’ característico de la 
familia 30K. 
- El ‘motivo D’ presente en las MP de CPsV y MiLBVV es determinante de sus funciones 
como proteínas de movimiento viral. 
 
OBJETIVOS 
1. Desarrollar un vector viral basado en TMV compatible con el método de agroinfiltración 
para el estudio del movimiento viral célula a célula. 
2. Caracterizar mediante análisis bioinformático la organización estructural de las MP de 
los ophiovirus. 
3. Desarrollar construcciones génicas que permitan la expresión de las MP de CPsV y 
MiLBVV mutantes en el motivo D, fusionadas traduccionalmente a distintos genes 
reporteros fluorescentes 
4. Determinar la función del motivo D, en las capacidades de las MP de CPsV y MiLBVV 
para: 
4.1 Localizarse y acumularse en PDs 
4.2 Incrementar el SEL de los PDs 
4.3 Complementar el movimiento de un mutante de TMV incapaz de moverse célula a 
célula 
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RESULTADOS 
1. Construcción de un nuevo vector viral basado en TMV compatible con la 
agroinfiltración para el estudio del movimiento viral célula a célula y 
optimización del ensayo de infección 
La mayoría de los vectores actuales basados en TMV que se utilizan para estudiar el 
movimiento intercelular requieren la generación previa in vitro de transcriptos con estructura 
5´cap, que son usados como inóculo para la infección de la planta hospedante, mediante 
inoculación mecánica de hojas (Pogue et al., 1998). En particular, los pasos de transcripción in 
vitro y de inoculación mecánica, aumentan significativamente el costo y la complejidad del uso 
de este tipo de vectores debido a la inestabilidad del RNA y por ende, de las cantidades de 
RNA requeridos para la inoculación. Por el contrario, la agroinfiltración (Grimsley, 1995; 
Grimsley et al., 1986) es una estrategia menos costosa y más reproducible para infectar plantas 
con virus a RNA. Por lo tanto, nos propusimos crear un nuevo vector viral basado en TMV 
deficiente en el movimiento célula a célula, que pueda ser complementado en trans por MPs 
heterólogas, pero que la inoculación pueda realizarse por agroinfiltración.  
 
1.1. Desarrollo del vector viral TMVΔMPΔCP:GFP compatible con la agroinfiltración  
Se generó el mutante TMVΔMPΔCP-GFP que no expresa su MP ni su CP, pero que expresa la 
proteína reportera GFP bajo el promotor subgenómico de la CP (Figura 14 C). El vector viral 
TMVΔMPΔCP-GFP se construyó partiendo del plásmido pJL-TRBO-G (TMVΔCP-GFP) (Lindbo, 
2007), el cual permite la expresión de un virus TMV mutado, que expresa la proteína reportera 
fluorescente GFP en lugar de la CP (Figura 14 B). La falta de la CP produce genomas virales 
no encapsidados incapaces de transportarse a larga distancia por el floema (Culver and 
Dawson, 1989; Ding et al., 1996; Holt and Beachy, 1991; Takamatsu et al., 1987). No obstante, 
la presencia de la MP permite el movimiento célula a célula, el cual puede ser monitoreado 
mediante la aparición de fluorescencia verde proveniente de la expresión de GFP. Así, la 
eliminación de la MP produciría virus mutantes incapaces de moverse célula a célula, pero 
cuyo movimiento intercelular podría ser complementado en trans por MPs heterólogas, como lo 
serían las MPs de los ophiovirus. Por lo tanto, usando una estrategia de PCR se realizó una 
gran deleción del gen de la MPTMV del plásmido pJL-TRBO-G. Los detalles del proceso de 
clonado se presentan en la sección de Materiales y Métodos. 
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Figura 14. Representación esquemática de: A) genoma de TMV, el extremo 3’ del RNA tiene una estructura tRNA-like y el 5’ 
un cap metilado (m7G5’pppG); B) región del T-DNA del plásmido binario pJL-TRBO (Lindbo, 2007); C) región del T-DNA del 
vector TMVΔMPΔCP-GFP. Flecha de bloque, promotor duplicado 35S de CaMV; flechas dobladas, promotores 
subgenómicos; recuadro gris oscuro, señal de poliadenilación/terminador de CaMV; recuadro gris claro, ribozima. RdRP, 
ORF 126K/183K de TMV; LB, borde izquierdo; RB, borde derecho. 
 
1.2. Optimización del ensayo de infección 
Para la optimización del ensayo, primeramente se determinó si la expresión ectópica de la MP 
de TMV (MPTMV) conduce el movimiento de TMVΔMPΔCP-GFP. Para ello se co-agroinfiltraron 
hojas de N. benthamiana con un cultivo diluido de A. tumefaciens conteniendo el reportero 
TMVΔMPΔCP-GFP junto con un cultivo de A. tumefaciens que porta la construcción para la 
expresión de la MPTMV fusionada a mRFP (MPTMV:mRFP), o de la mRFP libre (utilizada como 
control negativo). Para determinar la dilución óptima que permita la expresión de GFP en focos 
discretos procedentes de la transformación de una única célula, se probaron diluciones 
DO600nm= 1x10-4, 1x10-5 y 1x10-6 del cultivo de A. tumefaciens conteniendo el reportero 
TMVΔMPΔCP-GFP. Luego de 5 dpai, en las hojas inoculadas con las dos diluciones mayores 
del reportero en conjunto con mRFP, se detectó fluorescencia de GFP sólo en células aisladas, 
mostrando que el virus pudo replicarse en esa única célula, pero que no es capaz de moverse 
a las células adyacentes. Las hojas agroinfiltradas con la dilución menor del reportero 
mostraron una cantidad significativa de focos fluorescentes no discretos. La dilución 1x10-6  del 
reportero, permitió la aparición de muy pocos focos fluorescentes verdes, lo que podría 
obstaculizar el recuento, en particular, en los casos donde se observan células aisladas 
individuales en lugar de focos fluorescentes de varias células. Estos resultados sugieren que 
una DO600nm=1x10-5 contiene el valor de densidad bacteriana apropiado para los ensayos de 
trans-complementación de movimiento.  
Cuando se analizaron las hojas que co-expresaban TMVΔMPΔCP-GFP junto con la 
MPTMV:mRFP, se detectaron focos de expresión de GFP en grupos de células, indicando que 
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TMVΔMPΔCP-GFP puede moverse eficientemente desde la célula originalmente infectada 
hacia las células vecinas. Estos resultados demostraron que la expresión ectópica de la 
MPTMV:mRFP desde un vector binario es capaz de complementar el movimiento célula a célula 
del reportero TMVΔMPΔCP-GFP, indicando que este nuevo vector es funcional para los 
ensayos de complementación en trans. 
En la Figura 15 se muestra un esquema del ensayo de infección junto con fotos representativas 
de los resultados obtenidos con MPTMV (Figura 15B). 
 
Figura 15. A) Ilustración de los ensayos de transcomplementación usando agroinfiltración. B) Imagen representativa de una 
hoja de N. benthamiana iluminada con luz U.V. coexpresando TMVΔMPΔCP-GFP y MPTMV:mRFP en el lado izquierdo o mRFP 
en el lado derecho de la hoja a 7 dpai. 
 
Para ajustar aún más el ensayo de trans-complementación, se realizó un seguimiento del 
movimiento de TMVΔMPΔCP-GFP en las hojas infiltradas a diferentes tiempos, 2 a 7 dpai, 
mediante observaciones por microscopía de fluorescencia y con iluminación UV con lámpara y 
a ojo desnudo. Así, se detectó el movimiento célula a célula de TMVΔMPΔCP-GFP a partir de 2 
dpai por microscopía y a partir de los 4-5 dpai a ojo desnudo, y se observó que el vector 
TMVΔMPΔCP-GFP continuó moviéndose célula a célula hasta los 6-7 dpai. 
Una vez optimizadas las condiciones de ensayo, se probó la trans-complementación con las 
MPs de CPsV y MiLBVV. Como se esperaba, las proteínas MPCPsV:mRFP y MPMiLBVV:mRFP 
también fueron capaces de facilitar el movimiento de TMVΔMPΔCP-GFP, como se ha 
demostrado previamente con otros dos vectores virales (Robles Luna et al., 2013) (Figura 15C). 
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2. Análisis bioinformático de las MP de los ophiovirus  
Con el objetivo de analizar una correlación entre la secuencia primaria y la estructura 
secundaria de las MPs de los ophiovirus con las MPs de la superfamilia 30K, se realizó un 
alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas disponibles. Se buscaron homologías 
estructurales usando diferentes servidores on-line de predicción de estructura secundaria. En la 
Figura 16 se muestra una región del alineamiento múltiple donde se incluyeron proteínas MP 
de la superfamilia 30K de varios géneros virales, donde se puede ver que la MPCPsV conserva el 
‘motivo D’ característico de esta superfamilia.  
 
Figura 16. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de MPs 30K de diferentes géneros. Se indica el 
acrónimo de la especie viral seguido del género. En verde se resalta la posición correspondiente al ‘motivo D’.  
 
La Figura 17 presenta un alineamiento múltiple de las secuencias de las MPs de los cuatro 
ophiovirus con los que se cuenta la secuencia de las MPs, con su predicción de estructura 
secundaria. Este alineamiento se analizó por HHpred (ver Materiales y Métodos), lo que arrojó 
una coincidencia (E-value marginal E=1), con la familia PFAM 3A, correspondiente a las MPs 
30K de un amplio grupo de taxones, incluyendo Bromoviridae, Virgaviridae y Tospovirus, entre 
otros. En base a este resultado se examinó el alineamiento utilizando el software HHalign 
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(Biegert et al., 2006), que es más sensible y se utiliza para validar homólogos. HHalign devolvió 
un E-value estadísticamente significativo (E=7.10-4) cuando se compararon las MPs de los 
ophiovirus con las MPs de la familia 3A de PFAM, demostrando que las MPs de los ophiovirus 
son homólogas a las MPs 30K, y por lo tanto, pertenecen a la superfamilia 30K. El análisis de 
la predicción de estructura secundaria de las MPs de los ophiovirus, indica que su dominio 
central, correspondiente a hélice αA y cadenas β1 a β7’, se localiza entre los aminoácidos 90 y 
233 en la numeración para CPsV (ver Figura 17).  
 
Figura 17. Alineamiento de secuencias y predicción de estructura secundaria de las MPs de ophiovirus. Las secuencias 
son: CPsV, número de acceso AAM47152.1; MiLBVV, número de acceso AGG54707.1, Blueberry mosaic asociated virus 
(BlMaV), número de acceso AIF28243.1 y Letucce ring necrosis virus (LRNV), número de acceso YP_053238.1). Los 
límites de la región central desordenada son aproximados. El residuo D del ‘motivo D’ (D*) aguas abajo de β2, y el 
tripéptido ‘DTG’ en el dominio C-terminal están recuadrados. 
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La predicción de la organización estructural de las MPs de los ophiovirus también está 
representada en la Figura 17, donde se puede ver que se organizan en 6 regiones: 1) un 
extremo N-terminal desordenado, variable en secuencia y longitud; 2) un dominio N-terminal 
con conservación de secuencia (hebras βX a βZ); 3) el dominio central común a todas las MPs 
30K (hélice αA y hebras β1 a β7 '), que contiene el residuo de ácido aspártico (D*) altamente 
conservado en la superfamilia (recuadrado en la Figura 17); 4) una región central larga y 
desordenada; 5) un dominio C-terminal, conservado en estructura secundaria pero no en la 
secuencia primaria; y 6) un extremo C-terminal corto, variable y desordenado. La región central 
desordenada contiene dos partes: (i) un segmento largo con altas probabilidades de formar una 
α-hélice (αB), rico en residuos cargados, y (ii) una región altamente variable en secuencia 
aguas abajo de αB. Los primeros 35 aminoácidos del dominio C-terminal probablemente 
forman un loop altamente flexible, en vista de su variabilidad de secuencia y su baja predicción 
de contenido de estructura secundaria (Figura 17). Curiosamente, encontramos que el dominio 
C-terminal de los ophiovirus contiene un tripéptido DTG estrictamente conservado (recuadrado 
en la Figura 17), probablemente por motivos funcionales, más que estructurales. Así mismo, 
este tripéptido no se ha descripto en el extremo C-terminal de ninguna otra MP 30K. 
El siguiente paso fue examinar la relación evolutiva entre las MPs de los ophiovirus y otras 30K. 
Para esto, se llevó a cabo una búsqueda por Psiblast con el dominio central de las MPs de los 
ophiovirus, sin encontrar una coincidencia estadísticamente significativa (E <10-3). Sin 
embargo, mediante Psiblast se encontró un hit marginal (E=3.1) con la proteína PC4 de Iranian 
wheat stripe virus (IWSV) (Número de acceso AAP82278.1), un tenuivirus cuya MP pertenece a 
la superfamilia 30K, con un 17% de identidad de secuencia sobre 131 aminoácidos. Por lo 
tanto, la falta de coincidencias significativas con las MPs de los ophiovirus en Psiblast, indica 
claramente que estas MPs están evolutivamente distantes de la mayoría de las otras MPs 30K. 
En la actualidad, la filogenia de las proteínas altamente distantes no se puede inferir con 
fiabilidad, y por lo tanto no podríamos utilizar el dominio central 30K para inferir relaciones 
evolutivas entre la MP de los ophiovirus y otras MPs 30K. Sin embargo, se pueden usar 
caracteres derivados, es decir, caracteres que no son comunes a toda una familia de proteínas, 
para evaluar relaciones filogenéticas. De esta forma, el dominio N-terminal de la MP 30K de los 
ophiovirus puede considerarse ese carácter derivado. Por consiguiente, realizamos búsquedas 
de homología en este dominio N-terminal para determinar si podríamos identificar coincidencias 
con otras MPs 30K. No pudimos identificar homólogos de este dominio N-terminal, ni siquiera 
examinando todos los hits con significación marginal hasta un valor E de 10.000 usando Psi-
blast. Por lo tanto, la secuencia del dominio N-terminal de los ophiovirus secuenciados hasta el 
momento, sólo se conserva en éste género de virus de plantas.  
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Todos estos resultados indican fuertemente que la MP de los ophiovirus es un miembro aislado 
de la superfamilia 30K, y sólo distantemente relacionado con la MP de los tenuivirus. 
 
3. Análisis funcional del ácido aspártico conservado dentro de la superfamilia 30K  
Como se mencionó previamente, una de las principales características de las MPs 30K es la 
conservación del motivo D. Por lo tanto, nuestro siguiente objetivo fue sustituir el ácido 
aspártico D141 de CPsV y D174 de MiLBVV por alanina, y analizar el efecto de la mutación en 
las diferentes funciones de movimiento viral, esto es, su capacidad para acumularse en PD, 
promover el incremento en el SEL de los Pds, y de dirigir el movimiento viral célula a célula. 
 
3.1. Efecto de la mutación D141A de la MPCPsV y D174A de la MPMiLBVV en la localización en 
PDs 
Para estudiar el efecto de la mutación del ácido aspártico en la localización en PD, se 
construyeron los mutantes MPCPsVD141A y MPMiLBVVD174A por PCR superpuesta con 
oligonucleótidos que contienen el cambio de secuencia para la traducción del aminoácido 
indicado (ver Materiales y Métodos). En la construcción se fusionó eGFP traduccionalmente, en 
su extremo C-terminal a (MPCPsVD141A:eGFP y MPMiLBVVD174A:eGFP). La expresión, el 
tamaño y la integridad de las proteínas de fusión se confirmaron por western blot (Figura 18). 
La diferencia de tamaño observada entre las bandas correspondientes a MPMiLBVV y 
MPMiLBVVD174A podrían deberse a cambios en el patrón de modificaciones postraduccionales 
generados por la mutación. 
 
 
Figura 18. Análisis por western-blot de extractos proteicos de hojas agroinfiltradas a 3 dpai revelado con anticuerpo 
monoclonal anti-GFP. Los marcadores de peso molecular se indican a la izquierda. Como control de carga se usó tinción 
con coomassie blue. n/i=extracto proteico de hojas no agroinfiltradas (control negativo). 
 
Estos mutantes se coexpresaron individualmente con el marcador de plasmodesmos 
PDCB1:mCherry en hojas de N. benthamiana por agroinfiltración. Luego de 3dpi se visualizó su 
localización subcelular por microscopía confocal (CLSM), encontrándose resultados diferentes 
para ambas MPs. Mientras que el mutante MPCPsVD141A:eGFP se observó co-localizando con 
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el marcador de PD al igual que la proteína salvaje MPCPsV:eGFP (Figura 19 A y B), es decir, 
esta mutación no afectó su localización en el PD, el mutante MPMiLBVVD174A:eGFP no se 
localizó en PDs, sino que sólo se observó en el citoplasma (Figura 19 C y D), lo que indicó que 
la sustitución D174A en la MP de MiLBVV suprime la localización en PDs.  
Estos resultados indican que el ácido aspártico del motivo D desempeña un papel diferente en 
la capacidad de estas dos MPs para localizarse en PDs. 
 
 
Figura 19. Localización subcelular de los mutantes MPCPsVD141A y MPMiLBVVD174A. Imágenes de microscopía confocal 
de células epidérmicas de N. benthamiana co-expresando el marcador de PDs PDCB1:mCherry con: A) MPCPsV:eGFP, B) 
MPCPsVD141A:eGFP, C) MPMiLBVV:eGFP, D) MPMiLBVVD174A:eGFP. Escala=10μm. Las flechas señalan los PDs. 
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3.2. Efecto de la mutación D141A y D174A en la capacidad de las MPs de incrementar el 
SEL de los PDs 
Se estudió el efecto de la mutación D141A en la MP de CPsV y D174A en la MP de MiLBVV 
tanto en su capacidad para incrementar el SEL, que se evidencia mediante la difusión 
intercelular de GFP (gating de GFP), o la capacidad de auto transportarse a las células vecinas 
(capacidad NCAP). 
 
3.2.1. Análisis de la capacidad de los mutantes MPCPsVD141A y MPMiLBVVD174A para facilitar la 
difusión intercelular de GFP 
El estudio de la difusión intercelular a través de los PD se basa en el uso de GFP (gating de 
GFP) como reportero, ya que al ser una macromolécula monomérica hidrofílica con un radio de 
Stokes de 2,82 nm que se comporta idealmente, no interacciona de forma detectable con los 
componentes celulares y, por lo tanto, su difusión intracelular no está limitada (Swaminathan et 
al., 1997). 
Como se mencionó anteriormente, se sabe que en las hojas de tabaco que poseen tejido 
sumidero de fotoasimilados, la GFP (27 kDa) y otras moléculas de hasta 50 kDa pueden 
difundirse libremente a través de los PDs (Oparka et al., 1999), pero esto no ocurre en hojas 
fuente (hojas maduras), sino que la translocación depende de la presencia de otras proteínas 
que aumenten el SEL. Por estudios previos se sabe que las MP de CPsV y MiLBVV son 
capaces de aumentar el SEL de los PDs en hojas maduras, permitiendo a la proteína GFP 
difundir célula a célula (Robles Luna et al., 2013). Para determinar el efecto de las mutaciones 
en esta propiedad se realizaron ensayos de gating co-expresando GFP y las versiones 
mutadas de las MPs fusionadas traduccionalmente a mRFP (MPCPsVD141A:mRFP y 
MPMiLBVVD174A:mRFP) en hojas maduras de N. benthamiana. La expresión de las proteínas de 
fusión a mRFP se confirmó mediante western blot (Figura 20). 
 
 
Figura 20. Análisis por western-blot de extractos proteicos de hojas agroinfiltradas a 3 dpai revelado con anticuerpo 
monoclonal anti-RFP. Los marcadores de peso molecular se indican a la izquierda. Como control de carga se usó 
tinción con coomassie blue. n/i=extracto proteico de hojas no agroinfiltradas (control negativo). 
 
Capítulo 1 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
64 
Para lograr la expresión de GFP en células aisladas se usaron cultivos altamente diluidos de A. 
tumefaciens, mientras que para asegurar que todas las células del área infiltrada expresaran 
MPCPsVD141A:mRFP, MPMiLBVVD174A:mRFP o mRFP libre (control negativo), los cultivos de A. 
tumefaciens correspondientes se usaron en altas concentraciones. En la tabla de la Figura 21 
se muestras que se encontraron grupos de 2 a 6 células fluorescentes en el 100% de los focos 
de expresión de GFP analizados en las hojas que coexpresaban MPCPsV:mRFP, y en el 67% en 
las hojas coexpresando MPMiLBVV:mRFP. Cuando se analizaron las MP mutantes, la 
fluorescencia de GFP permaneció casi exclusivamente dentro de la célula transformada, como 
se evidencia en sólo 14% de focos de expresión de GFP con sólo 2-3 células en el caso de 
hojas expresando MPCPsVD141A:mRFP, y 11% en las hojas que expresaban 
MPMiLBVVD174A:mRFP. Estos resultados son similares a los obtenidos para el control negativo, 
indicando que ninguno de los mutantes fue capaz de facilitar el paso intercelular de GFP 
(Figura 21). Esto demuestra que la conservación del ácido aspártico es necesario para que las 
MPs 30K de los ophiovirus puedan incrementar el SEL de los PDs, función que caracteriza a 
una MP viral. 
 
 
 
Figura 21. Ensayos de gating de GFP de los mutantes 
MPCPsVD141A y MPMiLBVVD174A en hojas de N. benthamiana. 
A) Tabla indicando el porcentaje de focos de fluorescencia de 
GFP a 3dpai para cada condición descripta en la columna de 
la izquierda. La fila superior indica el número de células 
presente en cada foco. Movement= porcentaje de focos con 2 
células adyacentes o más expresando GFP. B) Gráfico 
representando el porcentaje de focos de fluorescencia de GFP 
con más de 1 célula indicando la capacidad de los mutantes 
de facilitar la difusión intercelular de GFP citosólica, como % 
de movimiento. Las barras de error representan la media ±SD 
de 4 experimentos independientes. Las medias indicadas con 
diferente letra, son significativamente diferentes (Tukey’s HSD, 
p<0.001).  
3.2.2. Análisis de la capacidad de los mutantes MP CPsVD141A y MPMiLBVVD174A para facilitar su 
propio tráfico intercelular 
Las proteínas que tienen la capacidad de auto transportarse simplásticamente entre las células 
de la planta se denominan NCAPs (del inglés non-cell autonomous proteins) (Lee et al., 2003). 
Otra característica de las MP de los ophiovirus es la capacidad de mediar su propio transporte 
A 
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intercelular a través de los PDs (Robles Luna et al., 2013), o sea, su función como NCAP. Con 
el fin de analizar si los mutantes MPCPsVD141A y MPMiLBVVD174A conservan esa capacidad 
NCAPs, se infiltraron hojas de N. benthamiana con cultivos altamente diluidos de A. 
tumefaciens que permitan la expresión de MPCPsVD141A:eGFP o MPMiLBVVD174A:eGFP en 
células epiteliales aisladas. De esta forma, si los mutantes de las MP perdieran su capacidad 
NCAP, la fluorescencia de GFP permanecería dentro de las células transformadas, sin difundir 
a las células vecinas. Cuando se analizó la fluorescencia tanto de MPCPsVD141A:eGFP como 
de MPMiLBVVD174A:eGFP, se observaron principalmente células fluorescentes aisladas, con 
sólo un 16% de focos con 2 o más células en ambos casos, a diferencia del casi 90% obtenido 
con las proteínas salvajes (Figura 22). Estos resultados confirman que la sustitución del ácido 
aspártico por alanina impide que las MP modifiquen el SEL de los PD y faciliten su propio 
movimiento a las células adyacentes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 22. Ensayos de actividad NCAP de los mutantes 
MPCPsVD141A y MPMiLBVVD174A en hojas de N. benthamiana. A) 
Tabla indicando el porcentaje de focos de fluorescencia de GFP a 
3dpai para cada condición descripta en la columna de la izquierda. 
La fila superior indica el número de células presente en cada foco. 
Movement= porcentaje de focos con 2 células adyacentes o más 
expresando GFP. B) Gráfico representando el porcentaje de focos 
de fluorescencia de GFP con más de 1 célula indicando la 
capacidad de los mutantes de facilitar su propio transporte a través 
de los PDs. Las barras de error representan la media ±SD de 3 
experimentos independientes. Las medias con diferente letra son 
significativamente diferentes (Tukey’s HSD, p<0.001).  
3.3. Efecto de la mutación D141 y D174 en la capacidad de la  MP de CPsV y MiLBVV de 
complementar el movimiento intercelular del vector viral TMVΔMPΔCP:GFP  
Para determinar el impacto en el movimiento viral célula a célula de la mutación D141A y 
D174A en las MPs de los ophiovirus, se realizaron ensayos de transcomplementación del 
movimiento del virus TMVΔMPΔCP:GFP (ver punto 1) con las proteínas mutantes 
MPCPsVD141A:mRFP y MPMiLBVVD174A:mRFP. Para esto, se coexpresó TMVΔMPΔCP:GFP 
junto con las MPs mutantes MPCPsVD141A:mRFP o MPMiLBVVD174A:mRFP en una mitad de 
hojas de N. benthamiana, o junto con mRFP libre (como control negativo) o la correspondiente 
MP sin mutar (como control positivo) en la otra mitad de las hojas. En la Figura 23 A y B (iii) (v), 
B 
A 
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se muestra que luego de 7 dpai, en ambos mutantes los focos corresponden a células aisladas 
con fluorescencia de GFP, similar a los resultados obtenidos con la proteína mRFP libre, 
mientras que las MPs sin mutar mostraron focos de varias células (Figura 23 A y B (ii) (iv)). Por 
lo tanto, estos resultados indican que ninguno de estos mutantes es capaz de complementar a 
TMVΔMPΔCP:GFP, demostrando que la presencia del ácido aspártico en las MPs 30K es 
esencial para la complementación del movimiento viral célula a célula.  
 
Figura 23. Ensayos de transcomplementación del movimiento de TMVΔMPΔCP:GFP con los mutantes MPCPsVD141A y 
MPMiLBVVD174A en hojas de N. benthamiana. A) Imágenes representativas de hojas iluminadas con luz UV coexpresando 
TMVΔMPΔCP:GFP y las proteínas indicadas arriba, tomadas a 7 dpai. B) Imágenes representativas del tamaño de los focos 
de infección de TMVΔMPΔCP:GFP de hojas expresando (i) mRFP, (ii) MPCPsV:mRFP, (iii) MPCPsVD141A:mRFP, (iv) 
MPMiLBVV:mRFP, o (v) MPMiLBVVD174A:mRFP. Las imágenes se tomaron a 5 dpai. Escala=100μm. 
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CONCLUSIONES 
 
- La MP de los ophiovirus constituye un miembro aislado dentro de la superfamilia 30K 
- El ‘motivo D’ conservado en las MPs de los ophiovirus CPsV y MiLBVV es requerido para 
aumentar el tamaño límite de exclusión molecular (SEL) de los plasmodesmos. 
- El ‘motivo D’ es esencial para la función movimiento viral célula a células de las MPs de los 
ophiovirus CPsV y MiLBVV.  
- El ‘motivo D’ no es necesario para la localización de las MP de CPsV en plasmodesmos 
- El ‘motivo D’ es necesario para la localización de las MP de MiLBVV en plasmodesmos 
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DISCUSIÓN 
Las MPs virales son críticas para el establecimiento de infecciones virales exitosas, pero se 
sabe relativamente poco sobre sus características estructurales y funcionales, y su interacción 
con factores del hospedante. En general, las MPs de diferentes grupos de virus de plantas o 
incluso de géneros estrechamente relacionados, suelen mostrar baja similitud de secuencia, y 
especies virales estrechamente vinculadas pueden emplear diferentes estrategias para lograr 
la infección de sus hospedantes (Hull, 2014b), y aún mas, un virus puede poseer diferentes 
estrategias de movimiento frente a diferentes hospedantes (Heinlein et al., 1998). 
Para comprender mejor el mecanismo de movimiento célula a célula de los ophiovirus, se 
realizó un análisis exhaustivo de la secuencia y la predicción de estructura secundaria, junto 
con estudios funcionales sobre las MPs de esta familia de virus segmentados negativos. Así, 
hemos encontrado que la MP de los ophiovirus es un miembro aislado de la superfamilia 30K, 
con una organización estructural única. Esto aporta no sólo a la comprensión de la biología de 
los ophiovirus, sino que además contribuye a la caracterización de esta superfamilia de 
proteínas virales. Esta superfamilia incluye virus pertenecientes a más de 15 géneros, con 
numerosos virus a RNA y a DNA como los geminivirus (Melcher, 1990; Mushegian and Elena, 
2015; Mushegian and Koonin, 1993). Las diferentes especies de esta superfamilia, a pesar de 
las relaciones filogenéticas de sus MPs, usan diferentes mecanismos para el movimiento viral 
célula a célula (Carrington et al., 1996; Melcher, 2000). Hasta el momento, los intentos de 
predecir la estructura tridimensional de los miembros de la superfamilia 30K no han sido 
concluyentes, y su estructura cristalina sigue sin conocerse. En este contexto, los 
alineamientos múltiples de secuencias son una valiosa herramienta para estudiar las relaciones 
entre estructura y función proteica, delimitando los sitios de potencial importancia funcional e 
identificando aminoácidos conservados (Mushegian and Elena, 2015). Un análisis previo de 
similitud de secuencia y estructura de las MPs de los miembros de la superfamilia 30K, 
demostró la presencia de una región central conservada entre todas las MPs, consistente en 
siete láminas-β (Melcher, 2000; Mushegian and Elena, 2015). Los aminoácidos presentes en 
esta región se conservan en varias especies de la superfamilia, y se ha predicho que inducen 
pliegues y giros en la estructura de las MPs (Melcher, 2000; Mushegian and Elena, 2015).  
En nuestro estudio encontramos que los mutantes del motivo D presente en las MP de CPsV y 
MiLBVV no son capaces de cumplir con sus funciones como MP viral. Este motivo está 
localizado en la región central conservada de las MP, de siete láminas-β, entre los aminoácidos 
90 y 233 de la MPCPsV, y además este residuo de ácido aspártico funcionalmente 
imprescindible, se conserva entre las 4 especies del género, cuyas secuencias se conocen. 
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El efecto de la sustitución del ácido aspártico conservado en las MPs 30K ha sido estudiado en 
MPs de los géneros Tospovirus, Comovirus, Emaravirus, Tobamovirus y Cytorhabdovirus. Se 
ha demostrado que el residuo D154 de la MP (NSm) del tospovirus TSWV, no parece estar 
involucrado en su localización en PDs, ya que cuando es sustituido por alanina, su distribución 
subcelular se conserva (Li et al., 2009). Por el contrario, la sustitución D143A en la MP de 
CPMV reduce su eficacia para dirigirse a la membrana plasmática de la célula (Bertens et al., 
2000). La sustitución de alanina del D127 en la MP de Raspberry leaf blotch virus (RLBV) 
elimina su localización en PD, aunque la proteína permanece asociada a membranas (Yu et al., 
2013). En el tobamovirus Turnip vein-clearing virus (TVCV), la sustitución de alanina del 
aspártico D103 de su MP (P30) causa la pérdida de localización en PD (Mann et al., 2016). 
Dentro del género Cytorhabdovirus, la sustitución del aspártico por alanina afecta el 
direccionamiento a PD de la MP (P3) de Lettuce necrotic yellows virus (LNYV), mientras que la 
localización de la P3 de Alfalfa dwarf virus (ADV) no resultó afectada por esta sustitución (Mann 
et al., 2016). Por lo tanto, este ácido aspártico parece no jugar un papel consistente en la 
localización subcelular de las MP, lo que podría explicar los dos resultados observados en los 
mutantes de los dos ophiovirus analizados. Se ha observado además, que la MP de CPsV es 
capaz de formar túbulos en los PD, por lo que es muy probable que este virus utilice una 
estrategia guiada por túbulos para el movimiento intercelular (Robles Luna, comunicación 
personal). Por el contrario, dichos túbulos no han sido detectados en expresiones transitorias 
de la MP de MiLBVV, lo que podría indicar la utilización de un mecanismo alternativo de 
movimiento. 
Cuando se analiza la capacidad de los mutantes MPCPsVD141A y MPMiLBVVD174A de 
incrementar el SEL de los PDs, se obtienen resultados contundentes, el ácido aspártico es 
necesario para modificar el SEL de los PDs. Al analizar el caso de la MPCPsV, vemos que su 
localización subcelular en los PDs no implica necesariamente que el PD vaya a experimentar la 
dilatación del poro, ya que el mutante MPCPsVD141A se acumula en PD pero no es capaz de 
dilatarlo. Estos resultados están de acuerdo con las observaciones de Heinlein (2015), quien 
menciona que la acumulación de MP en los PDs y el gating de PDs pueden representar 
funciones independientes de estas proteínas. Por otro lado, se ha demostrado que TMV es 
capaz de propagarse a través de los PD sin que la MPTMV se encuentre atrapada en los PDs 
(Kim et al., 2005a). Por ejemplo, ciertos mutantes de MPTMV expresados transitoriamente son 
capaces de moverse entre células adyacentes sin observarse acumulación en el canal del PD 
(Vogler et al., 2008). Es por esto, que el ensayo de NCAP de MPMiLBVVD174A, aún cuando no 
se acumulara en PDs, era un interrogante, pero en el caso de este ophiovirus, ambas funciones 
se ven vinculadas al motivo D. 
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Cuando se analizan los ensayos de transcomplementación del movimiento del vector viral 
TMVΔMPΔCP:GFP, encontramos una dependencia entre la presencia del aspártico D141 en el 
caso de la MP de CPsV, o D174 en el caso de MiLBVV y la funcionalidad de las MPs de los 
ophiovirus. Resultados similares se han encontrado para los virus RLBV (Emaravirus) (Yu et 
al., 2013), Rice stripe virus (RSV, Tenuivirus) (Zhang et al., 2012), TSWV (Tobravirus) (Li et al., 
2009), TVCV, ADV y LNYV (Mann et al., 2016), apoyando la importancia del motivo D para la 
función de movimiento viral de las MPs 30K. Estos resultados, junto con las diferencias 
observadas en la localización subcelular, demuestran que la localización en PD no indica 
necesariamente que la proteína es capaz de soportar el movimiento célula a célula del virus. 
Además, aunque el ácido aspártico parece estar implicado en el movimiento célula a célula de 
las MPs 30K, no parece ejercer el mismo papel en la localización en PD en todas las MPs 30K, 
incluso entre virus pertenecientes al mismo género, como suceden con los cytorhabdovirus y 
los ophiovirus. 
A pesar de existir una gran diversidad funcional entre los miembros de la superfamilia 30K, el 
análisis de los alineamientos sus secuencias, reveló la presencia de una región o núcleo 
central que incluye aminoácidos potencialmente críticos para la estructura y funcionalidad de 
las MPs 30K. Además del motivo D, los residuos P123 y L124 (en la numeración para CPsV, 
ver Figura 17) también se conservan entre miembros distantes en la superfamilia 30K 
(Mushegian and Elena, 2015). Por ejemplo, el residuo 123 (P, prolina) también se encuentra en 
tomato torrado virus (ToTV, Torradovirus), Actinidia virus B (Vitivirus), Carrot mottle virus 
(CMotV, Umbravirus), Cycas necrotic stunt virus (Nepovirus), Alfalfa mosaic virus (AMV, 
Alfamovirus), TSWV (Tospovirus), Ourmia melon virus (OuMV, Ourmiavirus), Rose rosette virus 
(Emaravirus), LNYV (Cytorhabdovirus), Tomato bushy stunt virus (TBSV, Tombusvirus) entre 
otros (Mushegian and Elena, 2015). El residuo 124 (L, leucina) se conserva en TBSV, LNYV, 
Citrus leaf blotch virus (Citrivirus), Apple chlorotic leaf spot virus (Trichovirus), Parsnip yellow 
fleck virus (Sequivirus) y Piper yellow mottle virus (Badnavirus). Debido a la alta conservación 
de estos dos residuos, ubicados dentro del dominio central de las MP 30K, es probable que 
ambos se encuentren implicados en el movimiento viral tanto local como sistémico. Si bien se 
piensa que el residuo 124 no estaría implicado en el direccionamiento a la membrana 
plasmática, podría estar implicado en el anclado al PD, en el auto-ensamblado de los túbulos o 
en la interacción con factores celulares que faciliten la formación de túbulos (Margaria et al., 
2016). 
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PERSPECTIVAS 
Para avanzar en la caracterización estructural de las MPs 30K sería interesante investigar el rol 
de ‘motivo D’ en las funciones de movimiento célula a célula y larga distancia (ver Capítulo 4) 
de otras especies de ophiovirus y de especies filogenéticamente relacionadas con los 
ophiovirus en estudio, como por ejemplo, la proteína PC4 del tenuivirus IWSV. En particular, 
determinar la importancia del residuo de ácido aspártico altamente conservado en la 
localización en PDs de las demás especies del género, nos permitiría ampliar el conocimiento 
actual de las relaciones evolutivas de sus integrantes, ya que como se describió, parece no 
cumplir un rol general en las distintas especies. 
Por otro lado, generar una versión de la MP de los ophiovirus donde sólo se exprese el dominio 
central (core domain) fusionado a proteínas reporteras, resultaría de particular interés para 
delimitar las funciones de movimiento asociadas a tal dominio. 
La conservación de aminoácidos en especies virales pertenecientes a diferentes taxones, que 
muestran una organización genómica y estructural diferente, sugiere su relevancia en la 
funcionalidad de estas MPs. Dado que el aminoácido 124 se conserva en varias MPs 30K 
(Mushegian and Elena, 2015), y se ha visto implicado en la capacidad de la MP de OuMV de 
formar túbulos en los PDs, sería de sumo interés comprobar si la mutación de este residuo en 
los ophiovirus y otros miembros de la superfamilia 30K está relacionada con la capacidad de 
localizarse en PDs, y en particular de formar túbulos.  
Por último, caracterizar el interactoma de diferentes mutantes en el dominio central de las MP 
de CPsV y MiLBVV, nos brindaría información fundamental para comprender los mecanismos 
de acción de estas MPs. En particular, cuando se compare con el interactoma de las 
respectivas MP salvajes, podremos aproximarnos a descubrir los mecanismos celulares y 
moleculares que están implicados en la funcionalidad de estas proteínas.  
Sin lugar a dudas, el descubrimiento de nuevos grupos de virus de plantas y el estudio 
adicional de las secuencias de los grupos ya descriptos, brindará una mayor cobertura de 
secuencias, permitiendo construir mejores modelos probabilísticos y dar una explicación más 
concluyente de las relaciones entre las secuencias de las MPs de la superfamilia 30K. 
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INTRODUCCIÓN 
 
1. Bioinformática de proteínas aplicada a la virología 
La bioinformática se define generalmente como el uso de técnicas matemáticas e informáticas 
para resolver problemas biológicos mediante la creación o el uso de programas informáticos, 
modelos matemáticos o ambos (Chou, 2004). Basándonos en esta definición, se han utilizado 
enfoques bioinformáticos para la clasificación de virus y la predicción de diferentes aspectos de 
sus proteínas. 
Las propiedades infectivas de un virus están determinadas por el conjunto de sus proteínas 
virales. Aunque los virus son organismos acelulares, es necesario que las proteínas virales 
residan en los compartimentos celulares específicos de la célula hospedante para cumplir sus 
funciones. Para lograr esto, los virus han desarrollado diversas estrategias para interaccionar 
con factores celulares preexistentes. De esta forma, la clase estructural y la localización 
subcelular son dos de las características más importantes de las proteínas, vinculadas 
directamente con sus funciones biológicas. Como sabemos, una célula está constituida por 
diferentes componentes, compartimentos y orgánulos que están especializados en realizar 
determinadas tareas (Chou and Shen, 2007). El direccionamiento de prácticamente todas las 
proteínas a sus ubicaciones correctas tanto dentro como fuera de la célula, requiere de 
secuencias de localización específicas para cada destino. En particular, las proteínas 
sintetizadas en el citosol, requieren secuencias de direccionamiento específicas para alcanzar 
las distintas organelas. Por ejemplo, la importación de proteínas a través de los poros 
nucleares está mediada por señales de localización nuclear (NLS) presentes en las proteínas 
transportadas (Freitas and Cunha, 2009; Nigg, 1997; Nigg et al., 1991). En los últimos años se 
han llevado a cabo numerosos estudios para desarrollar métodos de predicción de la 
localización subcelular de proteínas, tanto eucariotas como procariotas (Cedano et al., 1997; 
Chou, 2001; Chou and Elrod, 1999; Nakai, 2000; Nakai and Horton, 1999; Nakashima and 
Nishikawa, 1994). Muchos de los servidores actualmente disponibles, fueron desarrollados 
para predecir la ubicación subcelular de diferentes proteínas (Jin et al., 2008; Li and Li, 2008; 
Lin et al., 2008; Shi and Xu, 2011; Wang et al., 2011a; Zheng et al., 2011), sin embargo, pocos 
están especialmente desarrollados para tratar con proteínas virales (Shen and Chou, 2007). 
 
2. Localización subcelular y dominios funcionales de la MP 30K de TMV 
Como se mencionó en la introducción general, la primera MP en ser identificada fue la proteína 
30K de TMV, que sabemos que se une a ssRNA o ssDNA de manera no específica (Citovsky et 
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al., 1990). Cada vez aparecen más evidencias que apoyan la idea de que la MP de TMV forma 
complejos con el genoma viral que se mueven a través de las células usando la red del 
citoesqueleto, se asocian con las pectin metil esterasas de la pared celular y aumentan la 
permeabilidad de los plasmodesmos (Chen et al., 2000; Otulak and Garbaczewska, 2011; 
Tzfira et al., 2000; Waigmann et al., 2004b). La región central de la MP de TMV está rodeada 
por dos dominios de unión de ácidos nucleicos monocatenarios (Citovsky et al., 1992) y un 
dominio involucrado tanto en el direccionamiento a PD como en el aumento del SEL (Boyko et 
al., 2000; Waigmann et al., 1994). Se ha propuesto que la región C-terminal regula el acceso a 
estos dominios funcionales, y se demostró que esta región alberga tres sitios de fosforilación, 
que desempeñan un papel determinado en la regulación de la actividad biológica de la MP 
(Citovsky et al., 1993; Waigmann et al., 2000). Esto resalta la importancia de la fosforilación en 
el mecanismo regulador que controla la interacción entre la MP y los PDs (Waigmann et al., 
2000). En etapas de infección tardías, la MPTMV se asocia con los microtúbulos, esta capacidad 
se correlaciona directamente con su actividad en el movimiento viral (Boyko et al., 2000; Niehl 
et al., 2013; Pena and Heinlein, 2012).  
Las mutaciones en la MP parecen ejercer efectos mediante interrupción de los dominios 
funcionales de la proteína. La estructura de estos dominios, en lugar de aminoácidos 
específicos dentro de los dominios, es importante para la función de la proteína (Kahn et al., 
1998). Esta observación es consistente con el hecho de que las MPs 30K comparten 
relativamente poca similitud de secuencia, pero realizan las mismas funciones. Así, las 
funciones compartidas por las MPs 30K, probablemente surgen de la presencia de estructuras 
similares en sus secuencias, en las que los dominios homólogos realizan las mismas 
actividades. 
A pesar de los extensos estudios llevados a cabo con la MP de TMV desde su descubrimiento, 
una de las características funcionales más importantes y fundamentales de esta proteína, su 
señal de localización en plasmodesmos (PLS), ha sido recientemente identificada (Yuan et al., 
2016), siendo la única PLS encontrada en proteínas virales hasta el momento. Sólo se han 
reportado tres PLS, pero todas ellas en proteínas endógenas (Chen et al., 2013; Chen et al., 
2014; Kim et al., 2005b; Kim et al., 2003). Esta secuencia funcional en la MP de TMV 
comprende los primeros 50 residuos amino-terminales y resulta ser necesaria y suficiente para 
dirigir a CFP (cyan fluorescent protein), a los PDs, sin embargo, no es necesaria para las 
etapas posteriores, es decir, para la entrada y el movimiento a través de los PDs (Yuan et al., 
2016).  
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3. Localización subcelular y funciones asociadas de la MP 30K de CPsV  
La proteína de movimiento célula a célula de CPsV está codificada por el RNA 2 y además de 
sus funciones como MP viral, también está implicada en la supresión del silenciamiento génico 
post-transcripcional (Robles Luna et al., 2017b).  
Los primeros intentos por determinar la localización subcelular de la MPCPsV se realizaron por 
ensayos de fraccionamiento subcelular de tejido foliar infectado con CPsV. Estos ensayos 
permitieron detectar a la MPCPsV en la fracción soluble del citoplasma, y en alguna de las 
fracciones enriquecidas en núcleo/cloroplasto, pared celular y fracción microsomal (Peña, 
2009). Más adelante, se logró determinar la localización subcelular mediante análisis por CLSM 
de fusiones de la MP a proteínas fluorescentes expresadas de forma transitoria en células 
epiteliales de N. benthamiana (Figura 24). Así, se la encontró localizada dentro del canal de los 
PDs, en estructuras puntuales en la superficie de los cloroplastos y en asociación con los 
microtúbulos, estas localizaciones podrían estar vinculadas con su función de movimiento. En 
relación a su función como proteína supresora, se la ha encontrado en el núcleo celular, en 
citoplasma y en asociación con P-bodies (Robles Luna et al., 2013). 
 
Figura 24. Localización subcelular de la proteína MPCPsV. A-B) Co-localización de eGFP:MPCPsV con el marcador de núcleo y 
citoplasma mRFP. C) Co-localización de MPCPsV:eGFP con el marcador de P-bodies DCP1:mRFP, las flechas indican los P-
bodies colocalizando con la MPCPsV:eGFP. D) Co-localización de eGFP:MPCPsV con el marcador de PDs PDCB1:mCherry, las 
flechas indican los PDs donde ocurre co-localización con eGFP:MPCPsV. E) Co-localización de eGFP:MPCPsV con el marcador de 
microtúbulos TUA2:mRFP. F) Localización de MPCPsV:eGFP en cloroplastos. Escala=10μm. Tomadas con modificaciones de 
Robles Luna, 2014. 
 
Capítulo 2 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
80 
Por ensayos de FLIM y coinmunoprecipitación, se encontró que la MPCPsV es capaz de 
interaccionar con la CPCPsV. Dicha interacción se espera que esté vinculada con algunas de las 
funciones llevadas a cabo por la MP, como la formación de complejos de replicación, o con un 
rol activo de la CP en el proceso de movimiento del genoma viral. Además de interaccionar con 
su CP, la MPCPsV interacciona consigo misma en los PDs, lo que estaría directamente vinculado 
son su capacidad para formar túbulos en los PDs (Robles Luna, 2014). También se ha 
determinado que la MPCPsV tiene la capacidad de unirse a RNA doble cadena in vitro (Robles 
Luna et al., 2017b), lo cual podría estar asociado con su función supresora. 
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HIPÓTESIS 
- La MP de CPsV contiene dominios proteicos determinantes de su localización 
subcelular. 
- La MP de CPsV contiene dominios funcionales asociados con sus distintas actividades. 
- Los dominios funcionales de la MP de CPsV son independientes entre sí. 
- Existe una asociación directa entre la localización subcelular de la MP de CPsV y sus 
funciones tanto en el movimiento viral como en la supresión del silenciamiento génico 
post-transcripcional. 
 
OBJETIVOS 
Estudiar la localización subcelular de las proteínas de los ophiovirus, en particular los dominios 
proteicos responsables de cada localización, es de suma importancia para comprender aún 
más la biología de los mismos. Por lo tanto, en este capítulo, nos centramos en el estudio de la 
localización subcelular de la MP de CPsV con motivo de determinar los posibles dominios 
proteicos que son funcionales para el proceso infectivo de este virus. Sabemos que esta 
proteína, además de ser imprescindible para el movimiento viral, se encuentra involucrada en la 
supresión del silenciamiento génico post-transcripcional. Así, podríamos establecer relaciones y 
diferencias entre las localizaciones subcelulares observadas y las funciones de movimiento y 
supresión. 
Por lo tanto, en este capítulo se plantearon los siguientes objetivos: 
1. Predecir las posibles localizaciones subcelulares de la MP de CPsV mediante el uso de 
servidores bioinformático diseñados para tal fin. 
2. Generar una serie de mutantes en base a la predicción bioinformática obtenida, que 
alteren posibles dominios funcionales de la MPCPsV. 
3. Realizar un análisis funcional de estos dominios proteicos en cuanto a su importancia 
para: 
3.1. El direccionamiento a sus diferentes ubicaciones subcelulares  
3.2. Las distintas actividades como proteína de movimiento viral 
3.3. Su función como proteína supresora del silenciamiento génico 
4. Establecer vínculos directos entre las localizaciones subcelulares y las funciones de la 
MP en el ciclo viral. 
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RESULTADOS 
 
1. Estudio bioinformático de la MP de CPsV 
El primer paso para la caracterización de los dominios funcionales de la MPCPsV fue realizar un 
análisis bioinformático exhaustivo de la secuencia de la MPCPsV utilizando servidores para la 
predicción de distintas características que se detallarán a continuación. 
 
1.1. Predicción bioinformática de posibles señales de localización y exportación nuclear 
presentes en la secuencia de MPCPsV 
Como se mencionó en la introducción, la proteína MPCPsV tiene localización nuclear en células 
epiteliales de N. benthamiana. La mayoría de las proteínas nucleares contienen una señal de 
localización nuclear (NLS) que dirige su translocación del citoplasma al núcleo. Sin embargo, 
es posible que una proteína sin una NLS funcional pueda entrar al núcleo a través del co-
transporte con otra proteína que si presenta una NLS funcional. Las reglas y señales que rigen 
la localización y la exportación nuclear de proteínas están bien definidas. Las NLS pueden 
clasificarse en varias categorías. La mayoría de los motivos identificados hasta el momento, 
incluidos los motivos pat4 y pat7 y las NLSs bipartitas, se componen de aminoácidos básicos 
de una longitud de secuencia determinada (Cokol et al., 2000; Garcia-Bustos et al., 1991; 
Macara, 2001). El tipo clásico de NLS, consiste en unos pocos aminoácidos básicos. Dentro de 
esta categoría, se encuentran las NLS con motivo pat4, patrón de cuatro residuos continuos 
generalmente básicos, y las NLS con motivo pat7, de siete residuos, que comienzan con un 
residuo de prolina seguido por seis aminoácidos, de los cuales tres de los cuatro últimos son 
básicos. Cuando la NLS es bipartita (NLS_BP), contiene dos motivos de aminoácidos básicos 
separados entre sí por 10-12 aminoácidos. En contraste con las NLS clásicas, las señales de 
importación nuclear para varias proteínas virales consisten en dominios ricos en arginina, como 
en el caso de HIV-1 Rev (Hammerschmid et al., 1994), HTLV-1 Rex (Siomi et al., 1988) y HSV-
1 VP13/14 (Donnelly and Elliott, 2001).  
Para determinar la presencia de NLS putativas en la proteína MPCPsV se realizó una predicción 
de tales secuencias utilizando los softwares ScanProsite (de Castro et al., 2006) y WoLF 
PSORT (Horton et al., 2007), encontrándose los siguientes resultados (ver Figura 25): 
- ScanProsite: predicción de dos perfiles de NLS_BP, con un nivel bajo de confianza. 
NLS1_BP entre los aminoácidos 86 y 102 (KKLKLGTLKSITDKLRK) con un score = 3.0; 
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y NLS2_BP entre los aminoácidos 255 y 271 (KRDEYKKKMIENERIRR) con un score = 
3.0. 
- WoLFPSORT: predicción de las mismas dos NLS_BP mencionadas anteriormente más 
una NLS clásica entre los aminoácidos 84 y 87 (pat4, HKKK). Este programa utiliza las 
siguientes dos reglas para detectar NLSs clásicas: 1) patrón pat4 compuesto por cuatro 
aminoácidos básicos (K o R) o tres K/R más una H o P; 2) patrón pat7, que empieza por 
P y luego de tres aminoácidos cualesquiera, un segmento básico de tres residuos K/R. 
 
Es importante destacar que la secuencia de la posible NLS2_BP también se conserva en la MP 
de los ophiovirus MiLBVV y LRNV, y que la MP de LRNV también contiene una NLS clásica 
(pat4, KPKK) entre los aminoácidos 153 y 156 (Figura 25). 
 
 
Figura 25. Alineamiento múltiple de las secuencias de las MP de los ophiovirus BlMaV, CPsV, MiLBVV y LRNV. Se muestran 
las regiones de secuencia próximas a los motivos predichos. Se resaltan en rojo las regiones de secuencia NLS_BP predichas 
y en naranja los motivos pat4 presentes en MPCPsV y MPLRNV. Coloración en base al grado de identidad de los residuos 
alineados. 
 
La MPCPsV también se encuentra en citoplasma, y considerando que para que una proteína se 
mueva entre el núcleo y el citoplasma requiere la presencia de una o varias NLSs, como 
también de una señal de exportación nuclear (NES), sería probable que la MPCPsV contenga 
alguna NES en su secuencia. Las NES consisten en secuencias hidrofóbicas, ricas en leucina 
(Nakielny and Dreyfuss, 1997), y hasta el momento se han identificado tres tipos de NES: 1) 
secuencias ricas en leucina de aproximadamente 10 aminoácidos, identificada inicialmente en 
el inhibidor de la proteína quinasa (PKI) y en el VIH-1 Rev, 2) la secuencia M9 de hnRNP A1, y 
3) una secuencia de 24 aminoácidos encontrada en hnRNP K (Nakielny and Dreyfuss, 1997). 
Se ha encontrado un número creciente de proteínas virales que contienen una secuencia NES 
ricas en leucina, que les permite alternar su localización entre el núcleo y el citoplasma, 
incluyendo HIV-1 Rev (Kalland et al., 1994; Meyer and Malim, 1994; Meyer et al., 1996), HTLV-
1 Rex (Bogerd et al., 1996), influenza virus NS1 (Li et al., 1998) y la proteína SM de Epstein–
Barr virus (EBV) (Boyle et al., 1999; Chen et al., 2001).  
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Por lo tanto, se realizó una predicción de NES putativas en la proteína MPCPsV utilizando el 
servidor NetNES (la Cour et al., 2004). Este servidor encuentra una región de secuencia con 
baja probabilidad de actuar como señal de exportación nuclear entre los aminoácidos 79 y 90. 
Esta región está parcialmente solapada con la posible NLS1_BP. Si bien se espera una señal 
de este tipo, el servidor NetNES no reconoce motivos NES en las MP de ninguno de los otros 
ophiovirus. En la Figura 26 se indica la posición de las señales NLS y NES putativas 
encontradas en la MPCPsV. 
 
 
Figura 26. Esquema de la proteína MPCPsV con las posiciones y las secuencias de dos NLS_BP, una NLS ‘pat4’ 
y una NES predichas. Se marcan el dominio 30K, la región cargada y los dominios. Nd, región N-terminal 
desordenada; N-terminal, dominio N-terminal; Central-d, región central desordenada; C-terminal, dominio C-
terminal; Cd, región C-terminal desordenada. 
 
1.2. Predicción bioinformática de posibles señal de direccionamiento a cloroplastos 
presente en el extremo amino terminal de la MP CPsV 
En base a la localización de la MPCPsV en la superficie de los cloroplastos, se realizaron 
predicciones bioinformáticas de probables señales que la direccionen al cloroplasto. Los 
péptidos de tránsito a cloroplastos (cTP) son secuencias N-terminales que se escinden al entrar 
en su compartimento final, similares a los péptidos señal (SP) de la vía secretoria. Sus 
secuencias están poco caracterizadas y los motivos de secuencias reportados son aún menos 
conservados que los de los SP. Se ha descripto que estos péptidos de tránsito a cloroplastos 
tienden a ser ricos en residuos hidroxilados como la serina, y están desprovistos de residuos 
ácidos. Para predecir posibles cTPs, uno de los primeros software diseñados fue ChloroP 
(Emanuelsson et al., 1999) basado en redes neuronales (NN). Un sucesor de ChloroP fue el 
software TargetP (Emanuelsson et al., 2000) también basado en NN. Ambos servidores 
predicen además el tamaño y sitio de clivaje del péptido.  
Se analizó la secuencia de la MPCPsV con el servidor TargetP, el cual predice (con un 
score=0.553) un péptido de 21 aminoácidos del extremo N-terminal que podría actuar como 
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señal de tránsito a cloroplastos. En la Figura 27 se indica la localización y secuencia del cTP 
predicho. 
 
Figura 27. Esquema de la proteína MPCPsV con la posición y la secuencias del cTP predicho  
 
Cuando se analizan las secuencias de las MP de los demás miembros de la familia, se 
encuentran cTP putativos con score similar y longitudes variables en la MPLRNV (score=0.482, 
longitud 31 aa), y MPMiLBVV (score=0.536, longitud 61 aa). Sin embargo, no se predice ningún 
péptido similar en la MPBlMaV. En la Figura 28 se muestra un alineamiento de la región N-
terminal de las MPophiovirus donde se señala la secuencia y el sitio de clivaje de cada cTP. 
 
 
Figura 28. Alineamiento múltiple de la región N-terminal de las secuencias de las MP de los ophiovirus BlMaV, CPsV, MiLBVV 
y LRNV. En rojo se marca la secuencia y los probables sitios de clivado del cTP en la MPCPsV, MPMiLBVV y MPLRNV. Coloración 
en base al grado de identidad de los residuos alineados. 
 
1.3. Predicción de posibles regiones de unión a ácidos nucleicos 
Como sabemos, una amplia gama de procesos biológicos que pueden ser llevados a cabo por 
proteínas virales, incluyendo la regulación de la expresión génica, el transporte de genomas 
virales y la supresión del silenciamiento génico post-transcripcional, están mediados por 
interacción proteína-ácido nucleico. Se ha determinado por ensayos in vitro, que la proteína 
MPCPsV presenta la capacidad de unir dsRNAs mientras que no une siRNAs (Robles Luna et al., 
2017b). Por lo tanto, se hizo una predicción de regiones de unión a RNA utilizando los software 
FastRNABindR (El-Manzalawy et al., 2016), y Pprint (Kumar et al., 2008). Se encontraron 
varios residuos a lo largo de toda la secuencia con probabilidad de unión a ácidos nucleicos. 
Además se realizó el análisis con Pprint de las secuencias de la MP de BlMaV, MiLBVV y 
LRNV. En la Figura 29 se muestra un alineamiento de las secuencias de las cuatro MP 
realizado con el software PROMALS, donde se resaltaron en rojo los residuos predichos por 
Pprint para cada MP. En negrita se señalan las posiciones con probabilidad de unión a ácidos 
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nucleicos que se conservan en MPCPsV y al menos en dos de las tres MP restantes. Se 
resaltaron en verde los residuos de unión predichos por FastRNABindR para la MPCPsV.  
 
Figura 29. Alineamiento múltiple de las secuencias de MPBlMaV (58kDa), MPCPsV (54kDa), MPMiLBVV (55kDa) y MPLRNV 
(50kDa). Los residuos de unión a RNA predichos por Pprint se marcan en rojo, en negrita los residuos de unión 
conservados, y en verde los predichos por FastRNABindR para la MPCPsV.  
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Para analizar la ubicación de estos residuos en la estructura tridimensional de MPCPsV, se 
realizó una predicción de estructura tridimensional con los softwares I-TASSER (Yang et al., 
2015) y MUSTER (Wu and Zhang, 2008). La calidad de los modelos propuestos se analizó con 
Verify_3D (Bowie et al., 1991; Luthy et al., 1992) y ProSA (Wiederstein and Sippl, 2007). Se 
encontró que el modelado de mejor calidad es uno de los predichos por I-TASSER, el cual 
posee un C-score=-2.97. Los templates destacados utilizados por I-TASSER para este 
modelado fueron: la estructura de un segmento de la RNA polimerasa de Cypovirus (virus a 
dsRNA de insectos) (PDB: 3JB6), una proteína transportadora de lípidos de H. sapiens (PDB: 
2OBD) y una proteína de unión a DNA de D. melanogaster (PDB: 4XGC). En la Figura 30 se 
muestra la estructura tridimensional predicha, donde se resaltan en azul los residuos de unión 
a RNA que se conservan en al menos dos de las otras MPophiovirus. 
 
 
Figura 30. Estructura tridimensional de MPCPsV predicha por el servidor I-TASSER. Se marcan en azul los residuos de unión a 
RNA conservados entre las MPophiovirus. En magenta se marcan los extremos N-terminal (M-1) y C-terminal (E-476) de la 
secuencia. 
 
2. Diseño y generación de versiones mutadas de la MP de CPsV 
Para confirmar la asociación entre la localización de una proteína y sus actividades, una 
estrategia muy útil es generar mutantes que nos permitan poner a prueba tales asociaciones, 
es decir, si la pérdida de la localización se corresponde o no con la pérdida de la función. Por lo 
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tanto, se generaron varios mutantes de la MPCPsV donde se alteraron posibles regiones 
funcionales, en base a las predicciones bioinformáticas y otras propiedades ya encontradas 
previamente, como la localización en plasmodesmos. 
Se diseñaron tres mutantes de MPCPsV en los motivos de localización nuclear predichos: 
- Mutante MPCPsV∆NLS1_BP: con una deleción de la señal de localización nuclear 
bipartita cercana al extremo N-terminal de la secuencia (ver Figura 26) 
- Mutante MPCPsV∆NLS2_BP: con una deleción de la señal de localización nuclear 
bipartita localizada hacia el extremo C-terminal de la secuencia (ver Figura 26) 
- Mutante MPCPsV∆NLS1.2_BP: con una deleción en los residuos de ambas NLS_BP 
predichas (ver Figura 26) 
Como se mencionó, la localización en PDs de la MPCPsV es fundamental para su función. Por lo 
que es posible que la región amino terminal de la proteína, contenga motivos funcionales de 
direccionamiento a PDs (PLS, plasmodesmal localization signal). Sin embargo, no hay 
programas que permitan predecir tales motivos, debido principalmente a que son muy pocas 
las PLS descriptas, lo que dificulta la identificación de patrones secuenciales conservados. Así 
mismo, la localización observada en cloroplastos también podría requerir de una señal de 
direccionamiento presente en esta región. Por lo tanto, para analizar la presencia de motivos 
de direccionamiento aminoterminales, se diseñó el siguiente mutante: 
- Mutante MPCPsV∆N: donde se eliminaron los 50 aminoácidos del extremo N-terminal 
Este mutante pierde además posibles sitios de unión a RNA. 
Además, se diseñó un mutante de la región carboxilo terminal para analizar la presencia de 
modificaciones post-traduccionales (fosforilaciones, glicosilaciones, etc.) de los residuos 
presentes en esta región que puedan ser requeridos para la función de la MPCPsV, como sucede 
con la MP 30K de TMV (Citovsky et al., 1993; Waigmann et al., 2000): 
- Mutante MPCPsV∆C: se eliminaron los últimos 73 aminoácidos C-terminales 
Para la generación de los mutantes mencionados se utilizó la estrategia de overlapping PCR 
detallada en la sección de materiales y métodos.  
En la Figura 31 se muestra un esquema de los cinco mutantes generados. 
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Figura 31. Esquemas de los mutantes de MPCPsV generados. Se señala en celeste la secuencia del sitio putativo de 
clivaje (309FL310) y en magenta el sitio catalítico putativo del dominio proteasa (D340). 
 
3. Estudio funcional de los mutantes de MPCPsV 
Para el análisis funcional de los mutantes de MPCPsV, se generaron fusiones traduccionales de 
los mismos a las proteínas fluorescentes eGFP y mRFP (ver Materiales y Métodos). Una vez 
obtenidas las diferentes proteínas de fusión, se analizó su comportamiento en distintos 
ensayos de expresión transitoria en células epiteliales de N. benthamiana. 
 
3.1. Análisis de la expresión de los mutantes de MPCPsV 
En estudios previos, (Peña, 2009) se había observado que un extracto proteico de tejido 
infectado con CPsV, además de la MPCPsV, se observa dos bandas también reveladas con un 
antisuero específico. Posteriormente, Robles Luna (comunicación personal) analizando la 
expresión de la proteína MPCPsV fusionada traduccionalmente en su extremo C-terminal a 
distintos tags (eGFP, mRFP y FLAG), y revelando con anticuerpo específico contra el tag, 
siempre se observaba la presencia de dos bandas reactivas, una del tamaño esperado para la 
proteína de fusión, y otra de menor tamaño, también fusionada al tag. Éstas y otras evidencias 
obtenidas recientemente en nuestro laboratorio por Robles Luna, indican que las bandas de 
menor tamaño son el resultado de un auto-clivaje in vivo de la MPCPsV, y que este 
procesamiento sería funcional, generando péptidos involucrados en funciones independientes 
en el proceso infectivo (Robles Luna et al., 2017a). 
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En la Figura 32 se muestra el análisis de la expresión in planta de los mutantes, y como se 
señala, se detecta una banda del tamaño correspondiente a las MPs fusionadas a eGFP. 
Excepto por el mutante MPCPsV∆C:eGFP, todos los demás mutantes mostraron una segunda 
banda de menor tamaño, producto del procesamiento (auto-clivaje), correspondiente al 
fragmento C-terminal fusionado a eGFP. Por lo tanto, la fusión del marcador al extremo C-
terminal no afectó el autoclivaje de estos mutantes. En el caso del mutante MPCPsV∆C:eGFP, 
podría estar afectado el dominio de la proteasa que realiza el clivaje, ya que el sitio catalítico se 
encuentra en el aminoácido D en la posición 340 (ver Figura 31), impidiendo el autoclivaje. 
 
 
Figura 32. Análisis por western-blot de extractos proteicos de hojas de N. benthamiana expresando la MP wt y cada 
uno de los mutantes indicados a 3 dpai. Se reveló con anticuerpo monoclonal anti-GFP. La flecha negra señala las 
proteínas enteras y la flecha gris el péptido C-terminal producto del autoclivaje. Los marcadores de peso molecular 
se indican a la izquierda. Como control de carga se usó el relevado de la membrana teñida con coomassie blue. 
s/i=extracto proteico de hojas no agroinfiltradas 
 
3.2. Estudio de la localización subcelular de los mutantes de MP CPsV 
Se analizó la localización subcelular de los mutantes de MPCPsV fusionados a eGFP 
mencionados y del mutante MPCPsVD141A:eGFP por microscopía confocal. Se realizaron 
ensayos de expresiones transitorias en hojas de N. benthamiana de los mutantes 
conjuntamente con marcadores de distintos compartimientos celulares. 
 
3.2.1. Localización nuclear y citoplasmática 
Para analizar el efecto en las distintas mutaciones en la localización nuclear y citoplasmática de 
la MPCPsV, se co-expresaron cada uno de los mutantes fusionados a eGFP junto con RFP libre 
usada como marcador de núcleo y citoplasma. Se analizó la co-localización por microscopia 
confocal luego de 3 dpai. Como se muestra en la Figura 33, paneles A-E, se encontró que los 
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mutantes MPCPsVD141A, MPCPsV∆N:eGFP y MPCPsV∆NLS1_BP:eGFP se comportan de manera 
similar a la proteína wt MP:eGFP, conservando la localización nuclear. En el caso del mutante 
MPCPsV∆NLS2_BP:eGFP y en el doble mutante MPCPsV∆NLS1.2_BP:eGFP la acumulación en 
núcleo es mucho menor en comparación con la proteína wt (Figura 33, paneles A, F y G). Estos 
resultados indican que la secuencia predicha (KRDEYKKKMIENERIRR) entre los aminoácidos 
255 y 271 de la MPCPsV actuaría como señal funcional de direccionamiento nuclear, ya que 
cuando es eliminada, se afecta la localización nuclear de la proteína. Ya que de las dos 
NLS_BP encontradas en la MPCPsV, la NLS1_BP es la que se conserva en la MP de los 
ophiovirus MiLBVV y LRNV, podemos especular que esa secuencia sería funcional en el 
direccionamiento a núcleo de estas dos MPs. Por el contrario, la secuencia predicha de la 
NLS1_BP no sería funcional, ya que cuando es eliminada la localización nuclear no se alteró. 
Además, no se observa un efecto aditivo cuando se mutan ambas NLS_BP en comparación 
con la mutación de la NLS2_BP (comparar paneles E y F, Figura 33). 
Cuando se analiza el mutante MPCPsV∆C:eGFP no se observa localización nuclear de la 
proteína. Debido a que este mutante no tiene afectada la secuencia de la NLS2_BP, sería 
esperable encontrar esta proteína en el núcleo. En este caso, se podría especular que al 
perder el péptido C-terminal, la señal, aunque presente, no cumple su rol. En este mismo 
sentido, este mutante tampoco muestra actividad de auto-clivaje como ya fue mencionado, por 
lo que podría asociarse la capacidad de acumulación nuclear con el procesamiento de la 
proteína.  
Los seis mutantes ensayados conservaron la localización citoplasmática en niveles similares a 
los de la proteína wt, mostrando que la estabilidad de las proteínas mutantes no se vio afectada 
en ese compartimiento. 
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Figura 33. Localización subcelular de los mutantes de la proteína MPCPsV. Coexpresión del marcador de núcleo y citoplasma 
RFP con A) MPCPsV:eGFP, B) MPCPsVD141A:eGFP, C) MPCPsV∆N:eGFP, D) MPCPsV∆C:eGFP, E) MPCPsV∆NLS1_BP:eGFP, F) 
MPCPsV∆NLS2_BP:eGFP, G) MPCPsV∆NLS1.2_BP:eGFP. Escala=10μm. 
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3.2.2.  Localización en plasmodesmos 
La localización en PD de los mutantes se analizó co-expresando los mutantes fusionados a 
eGFP con el marcador de plasmodesmos PDCB1:mCherry (Simpson et al., 2009) (Figura 34).  
 
Figura 34. Localización en plasmodesmos de los mutantes de la proteína MPCPsV. Coexpresión del marcador de 
plasmodesmos PDCB1:mCherry con A) MPCPsV:eGFP, B) MPCPsV∆N:eGFP, C) MPCPsV∆C:eGFP, D) MPCPsV∆NLS1_BP:eGFP, 
E) MPCPsV∆NLS2_BP:eGFP, F) MPCPsV∆NLS1.2_BP:eGFP. Escala=10μm. 
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Luego de 2 a 3 dpai se analizó la localización por microscopía confocal, encontrándose que los 
mutantes MPCPsV∆C:eGFP, MPCPsV∆NLS1_BP:eGFP y MPCPsV∆NLS1.2_BP:eGFP mantienen la 
localización en PDs, por lo que ninguna de las regiones afectadas estaría involucrada en esta 
localización. Por el contrario, cuando se analizaron los mutantes MPCPsV∆N:eGFP y 
MPCPsV∆NLS2_BP:eGFP no se observó co-localización con PDCB1:mCherry en PD en ninguno 
de ellos. En el caso del mutante MPCPsV∆N, el resultado obtenido podría indicar la existencia de 
una posible PLS en los primeros 50 aminoácidos de la MPCPsV, la cual es posible que sea 
funcionalmente similar a la descripta recientemente para la MP 30K de TMV (Yuan et al., 2016).  
Ninguno de los mutantes estudiados mostró capacidad para formar estructuras tubulares en los 
PDs.  
 
3.2.3. Localización en cloroplastos 
La clorosis es el síntoma más común causado por los virus en sus plantas hospedantes, que 
refleja una alteración en el proceso de fotosíntesis y cambios morfológicos en los cloroplastos. 
Se sabe que los virus afectan la estructura y función de los cloroplastos ocasionando en 
algunos casos, la inhibición de la actividad fotosintética de las células infectadas, lo que está 
directamente asociado con los síntomas de clorosis virales (Christov et al., 2007; Hall and 
Loomis, 1972; Herbers et al., 2000; Kyselakova et al., 2011; Mandahar and Garg, 1972; Owen, 
1957a, b, 1958; Rahoutei et al., 2000). Se cree que la alteración de la fotosíntesis es una 
estrategia común y conservada por los virus de plantas para facilitar su infección y establecer 
un nicho óptimo (Gunasinghe and Berger, 1991). Se ha demostrado que diferentes 
componentes de los cloroplastos participan en varias etapas durante la infección viral. Se ha 
reportado que los cloroplastos están asociados con la replicación viral (Xiang et al., 2006), con 
los mecanismos de defensa frente a patógenos (Caplan et al., 2015; Caplan et al., 2008), y que 
participan en el mecanismo de movimiento viral (Bhat et al., 2013; Lim et al., 2010). Por 
ejemplo, la proteína TGB3 de Alternanthera mosaic virus (AltMV) contiene una señal de 
direccionamiento a cloroplastos que es esencial para el movimiento del virus, ya que cuando es 
mutada, se altera el movimiento célula a célula y larga distancia (Lim et al., 2010). Además, se 
ha demostrado que la proteína MP de Abutilon mosaic virus (AbMV) colocaliza e interacciona 
con la proteína de cloroplastos cpHSC70-1, y que el silenciamiento del gen cpHSC70-1 afecta 
la estabilidad de los cloroplastos y causa una reducción significativa del movimiento de AbMV. 
Por lo que se ha propuesto que AbMV podría utilizar a cpHSC70-1 para trasportarse por el 
estroma del cloroplasto hacia las células vecinas o desde los plástidos hacia el núcleo (Krenz 
et al., 2012). Diferentes factores virales pueden interaccionar y secuestrar componentes de los 
cloroplastos para favorecer el movimiento viral. Por ejemplo, la proteína P6 de CaMV está 
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asociada con los PDs e interacciona con la proteína de cloroplastos CHUP1. CHUP1 es una 
proteína asociada a la membrana de los tilacoides que media el movimiento de los cloroplastos 
por los microfilamentos en respuesta a la intensidad de la luz (Oikawa et al., 2003; Oikawa et 
al., 2008). El silenciamiento de CHUP1 enlentece la formación de lesiones locales de CaMV 
(Angel et al., 2013), por lo que se ha sugerido que la proteína P6 podría mediar el movimiento 
intercelular de los complejos de replicación viral (VRCs) a los PDs por unión a CHUP1. Por 
último, las MPs de los tobamovirus Tomato mosaic virus (ToMV) y TMV se unen a RbCS 
(subunidad pequeña de la Rubisco) en los PDs. Cuando se silencia RbCS se reduce el 
movimiento intercelular y el transporte sistémico de ambos virus (Zhao et al., 2013), por lo 
tanto, se plantea que este secuestro de RbCS se trate de una estrategia común para el 
movimiento eficiente de los tobamovirus.  
Los cloroplastos también están involucrados en la respuesta de defensa contra patógenos. 
Esta organela es una fuente importante de especies reactivas de oxígeno (ROS) y es el lugar 
donde se sintetiza ácido salicílico, la hormona de defensa primaria involucrada en la resistencia 
local y sistémica de la planta. Así mismo, la síntesis de otras hormonas vegetales, como el 
ácido jasmónico y el ácido abscísico, está estrechamente regulada por la maquinaria de los 
cloroplastos. Como ejemplo, la proteína TGB1L88 (proteína TGB1 con fuerte actividad 
silenciadora) de AltMV interacciona selectivamente con la βATPasa del cloroplasto y provoca 
una respuesta de defensa (Seo et al., 2014). 
Sabiendo que la proteína MPCPsV se ha visto localizada en cloroplastos (Robles Luna, 2014) y 
que posiblemente esta asociación sea fundamental para el ciclo viral de CPsV y en particular 
para la acción de su MP, se realizaron observaciones de los cloroplastos de células 
expresando cada uno de los mutantes de MP generados, cuyos resultados se muestran en la 
Figura 35.  
Como se observa, la MPCPsV forma agregados que se encuentran en los cloroplastos (panel A), 
estos agregados también son observados durante la expresión de los mutantes MPCPsVD141A, 
MPCPsV∆C y MPCPsV∆NLS2_BP (paneles B, D y F), mientras que los mutantes MPCPsV∆N, 
MPCPsV∆NLS1_BP y MPCPsV∆NLS1.2_BP no presentan esa capacidad (paneles C, E y G). En el 
caso del mutante MPCPsV∆N, probablemente sea el resultado de eliminar el péptido de 
direccionamiento a cloroplastos (cTP) que se encuentra en esta región, predicho por el servidor 
ChloroP. Otra hipótesis sería que este mutante y los mutantes MPCPsV∆NLS1_BP y 
MPCPsV∆NLS1.2_BP pierdan la localización en cloroplastos por pérdida de interacción con 
algún factor celular o por la disminución de la acumulación nuclear en el caso de 
MPCPsV∆NLS1.2_BP, la cual podría ser un paso previo a la localización en cloroplastos en el 
ciclo infectivo. 
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Figura 35. Localización en cloroplastos. Expresión transitoria en N. benthamiana de: A) MPCPsV:eGFP, B) MPCPsVD141A:eGFP, 
C) MPCPsV∆N:eGFP, D) MPCPsV∆C:eGFP, E) MPCPsV∆NLS1_BP:eGFP, F)MPCPsV∆NLS2_BP:eGFP, G) 
MPCPsV∆NLS1.2_BP:eGFP. En azul se marcan los cloroplastos. Las flechas indican agregados de MP en cloroplastos. 
Escala=10μm. 
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3.3. Estudio de la capacidad de los mutantes de MP CPsV para incrementar el SEL de los 
PDs 
Con el fin de determinar el efecto de los diferentes dominios de la MPCPsV que estarían 
involucrados en la capacidad de esta proteína de incrementar el SEL de los PDs y permitir su 
propio movimiento intercelular, se ensayó la actividad NCAP de los mutantes como se explicó 
en el capítulo 1. En la Figura 36 se muestran los resultados obtenidos. Se encontró que si bien 
ninguno mantuvo niveles significativos de actividad NCAP en comparación con la proteína MP 
wt, se observan diferencias en la distribución de focos de fluorescencia con diferente cantidad 
de células para cada mutante. Los mutantes MPCPsV∆N, MPCPsV∆NLS1_BP y 
MPCPsV∆NLS1.2_BP fueron los que mostraron menor capacidad NCAP, sólo un 6-7% de focos 
de dos células, incluso menor que el control negativo que presentó un 16% de focos de dos 
células. El mutante MPCPsV∆C, mostró un porcentaje de movimiento similar al control negativo, 
sin embargo, se observa la presencia de focos de 3 y 5 células, nunca encontrados en el 
control negativo. El mutante MPCPsV∆NLS2_BP mostró un 24% de movimiento, algo mayor al 
control negativo, pero esta diferencia (16% y 24%) no parece ser estadísticamente significativa. 
 
 
 
 
 Figura 36. Ensayos de actividad NCAP de los 
mutantes de MPCPsV en hojas de N. benthamiana. A) 
Tabla indicando el porcentaje de focos de 
fluorescencia de GFP a 3dpai para cada condición 
descripta en la columna de la izquierda. La fila 
superior indica el número de células presente en 
cada foco. %Movimiento= porcentaje de focos con 2 
células adyacentes o más expresando GFP. B) 
Gráfico representando el porcentaje de focos de 
fluorescencia de GFP con más de 1 célula, 
indicando la capacidad de los mutantes de facilitar 
su propio transporte a través de los PDs. Las barras 
de error representan la media ±SD de 2 
experimentos independientes. Los asteriscos indican 
diferencias significativas (Tukey’s HSD, p<0.01). 
Estos resultados, junto con el resultado del mutante MPCPsVD141A el cual también pierde la 
capacidad NCAP (ver capítulo 1), nos indican que en la MP esta actividad no estaría asociada 
a un dominio proteico en particular, si no que probablemente sea producto de una interacción 
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compleja con factores del hospedante, donde es necesario que se conserven la totalidad de los 
motivos y dominios que conforman la proteína completa. 
 
3.4. Estudio de la actividad de movimiento célula a célula de los mutantes de MP CPsV 
Por último, se analizó la capacidad de los mutantes de transcomplementar el movimiento del 
virus TMVΔMPΔCP-GFP descripto en el capítulo 1. Se realizaron ensayos de 
transcomplementación del movimiento del virus TMVΔMPΔCP:GFP con los distintos mutantes 
de MPCPsV fusionados traduccionalmente a mRFP (Figura 37). Se coexpresó el virus reportero 
TMVΔMPΔCP:GFP junto con las MPs mutantes en una mitad de hoja de N. benthamiana, o 
junto con mRFP libre (como control negativo) o la correspondiente MP sin mutar (como control 
positivo) en la otra mitad de la hoja. Luego de 7 dpai, se analizó la presencia de focos de 
fluorescencia de GFP mediante iluminación de las hojas con lámpara UV. Se observó que los 
mutantes MPCPsV∆N, MPCPsV∆NLS1_BP, MPCPsV∆NLS2_BP y MPCPsV∆NLS1.2_BP se 
comportaron de manera similar al control negativo, ya que sólo se observaron focos de 
fluorescencia puntuales de una única célula. En cambio, cuando se analizaron las hojas que 
expresaban el mutante MPCPsV∆C, si bien la mayoría de los focos de fluorescencia fueron 
puntuales, se observaron algunos de mayor tamaño y, debido a la baja expresión de este 
mutante in planta (ver Figura 38), se podría especular que, aún con esa expresión el mutante 
mantendría la capacidad de mover el genoma de TMV a las células adyacentes. Esto es, 
debido a la baja expresión, es probable que en muchas células donde se encuentre TMV no 
haya expresión suficiente del mutante para complementar el movimiento, lo que luego se lee 
con un número alto de focos de sólo 1 o 2 células. 
En la Figura 38 se muestra un ensayo de western blot de los extractos proteicos de las hojas 
del ensayo de transcomplementación mostrado en la Figura 37, revelado con anticuerpo anti-
RFP. Se puede observar que luego de 7 dpai, tanto la MP wt como los mutantes MPCPsV∆N, 
MPCPsV∆NLS1_BP, MPCPsV∆NLS2_BP están mayoritariamente clivados, ya que la banda 
correspondiente a la proteína completa (sin clivar) es muy tenue (en MP wt y 
MPCPsV∆NLS2_BP) o no se detecta (en MPCPsV∆N y MPCPsV∆NLS1_BP). Por el contrario, en el 
mutante MPCPsV∆C sólo se observa la banda correspondiente a la proteína completa mutada, 
indicando que este mutante tampoco es capaz de clivarse a tiempos más largos de expresión 
(7 dpai). Estos resultados nos indican que el clivado de la proteína no sería requisito funcional 
para la capacidad de la MP de mover el genoma de TMV a las células adyacentes. 
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Figura 37. Ensayos de transcomplementación del movimiento de TMVΔMPΔCP:GFP con los mutantes de MPCPsV en hojas de 
N. benthamiana a 7 dpai. Imágenes representativas de hojas coexpresando TMVΔMPΔCP:GFP y las proteínas indicadas. 
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Figura 38. Ensayo de western blot de los extractos proteicos obtenidos de las hojas del 
experimento de la Figura 37 a 7dpai revelado con anticuerpo anti-RFP. La flecha negra 
señala las proteínas enteras, la flecha gris el péptido C-terminal producto del autoclivaje y la 
flecha roja la proteína mRFP libre. 
 
En conjunto, estos resultados nos indican que la función de movimiento célula a célula de la 
MP sería independiente de su capacidad de localizarse en núcleo, ya que el mutante MPCPsV∆C 
sería capaz de complementar el movimiento de TMVΔMPΔCP-GFP y no se localiza en núcleo. 
Además, si bien el tráfico de la MP a los PD es necesario para que cumpla con su función 
como proteína de movimiento, los dominios intervinientes serían independientes, ya que los 
mutantes MPCPsV∆NLS1_BP y MPCPsVD141A son capaces de localizarse en PD pero no son 
funcionales para transcomplementar a TMVΔMPΔCP-GFP. El resultado obtenido con el 
mutante MPCPsV∆C nos indica que el dominio C-terminal, y por ende tampoco su 
procesamiento, serían necesarios para la función de movimiento célula a célula de 
TMVΔMPΔCP-GFP. Debido a que este mutante pierde la capacidad para formar túbulos en los 
PDs, pero mantiene la capacidad de transcomplementar a TMVΔMPΔCP-GFP, nos indica que 
este virus-vector no depende estrictamente de esas formaciones para su movimiento en N. 
benthamiana. Por último, un resultado muy interesante surge del mutantes MPCPsV∆NLS1_BP, 
el cual pierde la capacidad de formar agregados en cloroplastos y de transcomplementar a 
TMVΔMPΔCP-GFP, lo que indicaría que el paso de la MP por cloroplastos sería un requisito 
para cumplir con sus actividades de movimiento. 
 
Cabe aclarar que si bien otro de los objetivos de este trabajo era analizar el efecto de las 
mutaciones en la actividad supresora de la MPCPsV, la baja actividad supresora encontrada para 
ésta proteína en los ensayos disponibles hasta el momento, haría dificil la detección de 
cambios notables en el efecto supresor de los mutantes mediante los ensayos clásicos de 
supresión, por lo que no fue abordado en este estudio. 
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Resumen de los resultados obtenidos con los mutantes de MP CPsV 
En la siguiente tabla se compilan los resultados de los ensayos de localización subcelular, 
actividad NCAP y capacidad de facilitar el movimiento célula a célula del virus mutante 
TMVΔMPΔCP-GFP. Se han agregado los resultados obtenidos con el mutante MPCPsVD141A, 
algunos de los cuales se desarrollaron en el capítulo 1. 
 
 MP  ∆N ∆C ∆NLS1_BP ∆NLS2_BP ∆NLS1.2_BP D141A 
Clivado + + - + + + + 
Plasmodesmos + -  + + - - ↓↓ 
Túbulos en PD + - - - - - - 
Núcleo + +  - + ↓↓↓  ↓↓↓ + 
Citoplasma + + + + + + + 
Cloroplastos + -   ↑ - + - ↓ 
Microtúbulos + + nd nd nd nd nd 
Actividad NCAP +  -    - -   - - - 
Movimiento de 
TMVΔMPΔCP-GFP 
+ -    ↓↓↓ - - - - 
 
 
  
Tabla 1. Compilado de los resultados obtenidos con los mutantes de MPCPsV. Las flechas indican reducción (↓) o 
aumento (↑) de la actividad observada en el mutante en relación a la observada en la proteína wt. nd=no 
determinado 
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CONCLUSIONES 
 
- El direccionamiento de la MPCPsV al núcleo depende de la presencia de una señal de 
localización nuclear bipartita (NLS_BP) entre los aminoácidos 255 y 271. 
- La MPCPsV contiene una señal de direccionamiento a PD (PLS) presente en la región amino 
terminal. 
- La MPCPsV contiene un péptido de tránsito a cloroplastos (cTP) en la región amino terminal. 
- La región C-terminal de la MPCPsV es necesaria para el auto-clivaje de la proteína.  
- El clivado de la proteína es necesario para su localización nuclear. 
- La localización nuclear no sería requerida para la función de movimiento célula a célula. 
- El tráfico hacia el PD es esencial para que la MP cumpla con sus funciones como proteína 
de movimiento viral. 
- La capacidad de MP de acumularse en plasmodesmos es independiente de su actividad de 
movimiento. 
- El tránsito de la MP por los cloroplastos parece ser necesario para su función de 
movimiento. 
- La capacidad NCAP de la MP resultó afectada en todos los mutantes ensayados. 
- No se detectó un dominio proteico asociado a la capacidad de la MP de formar túbulos en 
los PDs 
- La capacidad de movimiento de la MP es independiente de su capacidad de formar 
estructuras tubulares en los PDs.  
- La región C-terminal de la MP no es esencial para la función de movimiento célula a célula. 
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DISCUSIÓN 
Para establecer la infección de sus hospedantes, los virus deben lograr dirigir sus componentes 
virales a los compartimentos subcelulares adecuados para lograr la replicación y luego el tráfico 
desde las células inicialmente infectadas a las células vecinas, y de allí a los órganos distantes. 
Por lo tanto, el conocimiento de la localización subcelular de las proteínas virales en una célula 
infectada, es de gran utilidad para el estudio de sus funciones y mecanismos virales. 
Para ampliar el conocimiento sobre los virus y sus proteínas, en particular de sus localizaciones 
subcelulares y dominios funcionales, actualmente se cuenta con enfoques y herramientas 
bioinformáticas de gran utilidad, principalmente para enfocar y diseñar los experimentos que lo 
confirmen. Así mismo, como es inevitable que se produzcan asignaciones falsas por los 
métodos computacionales, debe existir un fuerte grado de complementariedad entre el uso de 
métodos experimentales y herramientas computacionales que pueden marcar con certeza la 
probabilidad de que una proteína pertenezca a una compartimento dado o cumpla con una 
determinada función. 
De esta manera, para lograr identificar dominios funcionales presentes en la MP de CPsV, se 
realizó un análisis exhaustivo de su secuencia proteica, encontrándose por varios métodos de 
predicción, regiones posiblemente involucradas tanto en su localización subcelular como en su 
actividad. Se encontró que la MPCPsV contiene una NLS_BP funcional entre los aminoácidos 
255 y 271, que además se conserva en la MP de los ophiovirus MiLBVV y LRNV, mientras que 
la NLS1_BP putativa (aa 86 a 102) no tendría esa capacidad. Se encontró que la región amino 
terminal de la proteína está involucrada en el direccionamiento a cloroplastos, por lo cual es 
altamente probable que esta región albergue un cTP funcional. La biosíntesis de las dos 
principales hormonas encargadas de regular las defensas de las plantas frente a los virus, el 
ácido salicílico (SA) y el ácido jasmónico (JA), se realiza mayoritariamente por enzimas 
presentes en los cloroplastos, codificadas por genes nucleares (Boatwright and Pajerowska-
Mukhtar, 2013; Schaller and Stintzi, 2009; Seyfferth and Tsuda, 2014; Wasternack, 2007; 
Wasternack and Hause, 2013). Por lo tanto, tanto el núcleo como los cloroplastos están 
ampliamente involucrados en las defensas antivirales de las plantas. Los resultados obtenidos 
con el mutante MPCPsV∆NLS1_BP nos indican que la MP necesitaría atravesar los cloroplastos 
para poder llevar a cabo sus actividades de movimiento. 
En cuanto a la localización en PDs, los resultados con el mutante MPCPsV∆N indican la 
presencia de una PLS funcional en la región N-terminal de la MP. Combinando los resultados 
de las localizaciones en PDs y las actividades de movimiento de los mutantes estudiados, 
podemos afirmar que se tratarían de funciones independientes de la MP, apoyando también las 
observaciones de Heinlein (2015). Además, podemos afirmar que la formación de túbulos de 
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MPCPsV en los PDs no indica necesariamente una dependencia de éstos para el movimiento. 
Algo similar se ha descripto para la MP de CMV, la cual puede formar túbulos, pero estas 
estructuras no son necesarias para el movimiento viral célula a célula (Canto and Palukaitis, 
1999b). 
Encontramos que la región C-terminal es necesaria para que la proteína se clive (conserve la 
actividad proteásica), y que este procesamiento está ligado a la localización nuclear de la 
MPCPsV. Sin embargo, la función de movimiento célula a célula de la MP no estaría ligada con 
su localización nuclear y de autoclivaje. Así mismo, se determinó que la región carboxilo 
terminal no sería estrictamente necesaria para la función de movimiento célula a célula de la 
MPCPsV, ya que cuando se elimina, aunque en forma ineficiente, el mutante mantiene la 
capacidad de facilitar el movimiento intercelular del virus TMVΔMPΔCP-GFP. 
La observación de que las MPs 30K, y en particular las MP de los ophiovirus, comparten 
relativamente poca similitud de secuencia pero que poseen un rol común, es consistente con la 
hipótesis de que las funciones compartidas por estas MPs, surgen posiblemente de estructuras 
similares, y así, cada dominio homólogo estaría a cargo de las mismas actividades en todas las 
MP 30K. Los resultados obtenidos con los mutantes de deleción, donde parece afectarse la 
función de la proteína mediante la interrupción de sus dominios, indican que la estructura de 
estos dominios, y no tanto los aminoácidos específicos dentro de éstos, sería importante para 
la actividad de la proteína. 
Si bien el uso de fusiones traduccionales de la MPCPsV a proteínas fluorescente permiten el 
estudio de la localización subcelular in vivo, la presencia de la proteína marcadora o tag puede 
interferir con las secuencias o señales estructurales necesarias para dirigir la proteína a su 
compartimento adecuado, e incluso con su función. Por lo tanto, podrían existir localizaciones 
de la MPCPsV que no hemos identificado. Así mismo, las localizaciones subcelulares de la 
MPCPsV en el contexto de la infección viral podrían ser diferentes a las observadas en los 
ensayos realizados. El uso de softwares de predicción de localización por homología global de 
secuencia, tiene la ventaja de dar la oportunidad de predecir localizaciones subcelulares 
cuando las señales de direccionamiento no se conocen o la información e insuficiente para 
definirlas adecuadamente. Ejemplos de estos programas lo constituyen WoLFPSORT (Horton 
et al., 2007), Virus-PLoc (Shen and Chou, 2007) y iLoc-Virus (Xiao et al., 2011). Cuando se 
analizan las secuencias de las MPs de los ophiovirus con estos programas, se encuentra 
homología con proteínas de mitocondria, además de proteínas con localización nuclear, 
citoplasmática, y de cloroplastos. Por lo que es probable que la MP de los ophiovirus también 
se localice en este compartimento. 
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El software HHpred, encuentra homología remota de la región carboxilo terminal con varias 
aspartil proteasas virales. Además, el software Epestfind para la identificación de secuencias 
PEST (secuencia peptídica rica en residuos de prolina (P), ácido glutámico (E), serina (S), y 
treonina (T)), predijo tres posibles sitios de clivaje proteolítico. Los motivos PEST parecen 
reducir las vidas medias de las proteínas y, por lo tanto, se asocian con proteínas que tienen 
una vida media celular corta. Se hipotetiza que las secuencias PEST actúan como péptido 
señal para la degradación proteolítica. Según resultados recientes de nuestro grupo de trabajo, 
la proteína MPCPsV se cliva parcialmente in vivo tanto durante la infección en C. quinoa y 
Nicotiana occidentalis como en expresiones transitorias de la MPCPsV fusionada a distintos tags 
(epítope FLAG, eGFP y mRFP) en N. benthamiana (Robles Luna, comunicación personal). En 
el capítulo 1 se describió la presencia del tripéptido ‘DTG’ en la secuencia de la MPCPsV, se 
sabe que este motivo esta conservado en proteínas con actividad aspartil proteasa eucarióticas 
y retrovirales (Hull, 2014a; Torruella et al., 1989). Estudios realizados en nuestro laboratorio 
indican que este motivo es funcional y responsable de la actividad de corte catalítico de la 
MPCPsV (Robles Luna et al., 2017a). Debido a que es altamente probable que este clivado 
cumpla un rol efectivo en el ciclo viral, tanto las localizaciones observadas como las actividades 
de la MP podrían no estar asociadas con la proteína completa, sino con las versiones clivadas 
de la proteína. Por ejemplo, los resultados de localización subcelular del mutante MPCPsV∆C 
sugieren que la proteína requeriría de un auto clivaje previo para localizarse en núcleo, ya que 
este mutante no se cliva ni se localiza en núcleo. Así mismo, se dificulta sacar conclusiones en 
cuanto a la pérdida de función del mutante MPCPsV∆C, ya que la misma puede deberse a que la 
región mutada está directamente asociada con la función, o a que se está alterando el dominio 
de auto clivaje afectando indirectamente la función de la proteína. 
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PERSPECTIVAS 
Como se mencionó en la introducción de este capítulo, la MPCPsV es capaz de interaccionar de 
manera homóloga con otras MPCPsV, y heteróloga con su CPCPsV y con las proteínas PDLPs 
(Robles Luna et al., 2013). Por lo tanto, con el fin de continuar con la caracterización de los 
dominios funcionales de la MPCPsV, se analizará la presencia de dominios de unión MPCPsV-
MPCPsV, MPCPsV-CPCPsV y MPCPsV-PDLP mediante ensayos de coinmunoprecipitación y FRET. 
Se ha demostrado que la región C-terminal de varios miembros de la superfamilia 30K de 
proteínas de movimiento viral, interaccionan con la correspondiente CP (Aparicio et al., 2010; 
Berna et al., 1991; Carvalho et al., 2003; Kim et al., 2004; Nagano et al., 1997; Sanchez-
Navarro and Bol, 2001; Takeda et al., 2004). Por lo tanto, resulta de especial interés determinar 
si la región C-terminal de la MP de CPsV está involucrada en la interacción heteróloga CPCPsV-
MPCPsV (Robles Luna et al., 2013). 
También se analizará la capacidad de los mutantes de incrementar la degradación de calosa, 
ya que es un mecanismo por el cual las MPs incrementan el SEL de los PDs, mediante 
reclutamiento de β-1,3-glucanasas que degradan la calosa acumulada en el cuello de los PDs. 
De esta forma, podríamos lograr separar dominios de direccionamiento y acumulación en PD 
de los distintos dominios funcionales. 
Además, se completarán los estudios de localización en microtúbulos de los mutantes, ya que 
sólo se analizó la localización del mutante MPCPsV∆N, el cual se comporta de manera similar a 
la MP wt (datos no mostrados). 
Las secuencias de localización nuclear pueden ser muy útiles para dirigir moléculas 
heterólogas al núcleo. Debido a que la NLS2_BP es funcional en la localización nuclear de 
MPCPsV, se probará si esta NLS fuera funcional para mover una proteína heteróloga al núcleo. 
Para esto, se realizará una fusión de la secuencia NLS2_BP a la proteína viral CPCPsV:eGFP, la 
cual no se localiza en núcleo. En cuanto a la NES predicha por el servidor NetNES, se 
generará un mutante por deleción de los aminoácidos 79 a 90, el cual, de ser funcional la NES, 
se espera que se acumule en núcleo en niveles superiores a la proteína wt. 
Así mismo, sería de sumo interés lograr identificar los dominios de interacción a dsRNA de la 
MPCPsV, que pudieran estar directamente asociados con la función de movimiento y/o 
supresión. Para esto, se analizará si existe pérdida de tal interacción en alguno de los mutantes 
desarrollados. 
Otra de las cuestiones relevantes que se pretende abordar en un futuro es el mapeo de la 
posible señal de direccionamiento a plasmodesmos presente en el extremo amino terminal de 
MPCPsV, ya que poco es lo que se conoce acerca de estas señales. Por lo tanto, se podrían 
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fusionar distintas porciones de la región N-terminal de la secuencia de MPCPsV a GFP y se 
evaluará la mínima secuencia capaz de localizar la proteína GFP en PDs.  
Se continuará con el estudio de la localización de la MPCPsV en cloroplastos, ya que se ha 
encontrado asociación directa entre este compartimento y los mecanismos de defensa del 
hospedante frente a patógenos, así como también con el movimiento viral. Por lo tanto, para 
lograr asociar la localización en cloroplasto con la función, se generará un mutante donde se 
elimine el péptido de tránsito a cloroplastos (cTP) putativo, sin afectar ninguna otra localización, 
y se evaluará su efecto en las funciones de movimiento, y su capacidad de interacción con 
distintas proteínas celulares (ver capítulo 5). Debido a que el cTP podrían estar parcialmente 
solapado con la PLS, se realizarán mutaciones puntuales o deleciones cortas, de manera de 
poder delimitar ambos motivos.  
Varias evidencias experimentales obtenidas en nuestro laboratorio, indican que la MPCPsV 
formaría estructuras de tipo tubulares en los PDs de hojas de N. benthamiana expresando 
transitoriamente MPCPsV:eGFP o en tejido de C. sinensis infectado con CPsV (Robles Luna et 
al., 2017a). Estas estructuras serían similares a los túbulos de movimiento formados por las MP 
de TSWV y GFLV, lo que sugiere que CPsV utilizaría este mecanismo de formación de túbulos 
para transportarse intercelularmente, al menos en estos dos hospedantes. Por lo tanto, sería 
interesante analizar los dominios de la MPCPsV involucrados en la formación de estas 
estructuras en los PDs. 
Además, en el caso de algunos dominios que resulten de mayor interés se continuará con el 
diseño de nuevos mutantes para ampliar la caracterización de los dominios y/o posiciones 
funcionales de las MP de los ophiovirus. El servidor ConSurf (Glaser et al., 2003), es una 
herramienta bioinformática muy útil para estimar la conservación evolutiva de los aminoácidos 
de una proteína, que se basa en las relaciones filogenéticas entre secuencias homólogas 
(Mayrose et al., 2004; Pupko et al., 2002). El grado en que una posición de aminoácido se 
conserva de forma evolutiva, depende fuertemente de su importancia estructural y funcional. 
Las posiciones que evolucionan rápidamente son variables, mientras que las que lo hacen de 
forma más lenta se conservan. Una de las ventajas de ConSurf en comparación con otros 
métodos, es el cálculo exacto de la tasa evolutiva utilizando un método Bayesiano empírico o 
un método de máxima verosimilitud (maximum likelihood, ML) (Pupko et al., 2002). Por lo tanto, 
el análisis de la conservación de las posiciones entre miembros de la familia 30K, y en 
particular entre los ophiovirus, podría revelar la importancia de cada posición para la estructura 
y/o función de la proteína.  
 
CAPITULO  3
Análisis de dominios de la 
proteína 24K de CPsV 
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INTRODUCCIÓN 
 
1. La proteína 24K de CPsV 
El RNA 1 de CPsV codifica en su extremo 5´ para la proteína más pequeña del genoma, de 
aproximadamente 24kDa, denominada proteína 24K. Hasta el momento, se ha encontrado que 
esta proteína interfiere en el procesamiento de miRNAs, está involucrada en la supresión del 
silenciamiento génico post-transcripcional y se une a dsRNA de tamaños largos, pero no a 
RNAs pequeños (Robles Luna et al., 2017b). Como se señala en la Figura 39, análisis previos 
por CLSM de expresiones transitorias de esta proteína fusionada a proteínas fluorescentes en 
células epiteliales de N. benthamiana han mostrado localización nuclear, nucleolar, 
citoplasmática y en filamentos en la región cortical de la célula, y más específicamente, en 
forma de agregados en el nucleoplasma, los cuales no han sido caracterizados hasta el 
momento (Robles Luna, comunicación personal). La localización de la proteína 24K en estos 
agregados podría ser parte tanto del mecanismo de supresión del silenciamiento génico llevado 
a cabo por CPsV para regular la expresión de su genoma, como del mecanismo utilizado para 
moverse a larga distancia y lograr la infección sistémica de sus hospedantes.  
 
 
 
Figura 39. Localización subcelular de la proteína 24K de CPsV 
en expresiones transitorias de células epiteliales de N. 
benthamiana. A) Localización en núcleo y nucléolo. B) 
Localización en citoplasma y filamentos en la región cortical. Las 
flechas indican la localización del nucléolo. Imágenes tomadas 
de Robles Luna, tesis doctoral (2014). 
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Se han reportado varias evidencias que remarcan la importancia de la localización de proteínas 
virales en núcleo y nucléolo tanto para la supresión del silenciamiento génico como para el 
mecanismo de movimiento viral a larga distancia. En las siguientes secciones se detallarán 
algunas de ellas. 
 
2. Silenciamiento antiviral de RNA 
El silenciamiento de RNA (silenciamiento génico) es una estrategia común compartida por los 
organismos eucariotas que juega un papel fundamental en la regulación del desarrollo, en el 
mantenimiento de la estabilidad del genoma y en la respuesta al estrés ambiental (Assaad et 
al., 1993; Boerjan et al., 1994). Este mecanismo se desencadena por RNA bicatenario (dsRNA) 
y provoca la inactivación, de manera secuencia-específica, de la expresión de genes que 
contienen secuencias idénticas o muy similares al dsRNA que dio inicio al silenciamiento. El 
silenciamiento génico se induce típicamente en respuesta a la presencia de estructuras de 
RNA aberrantes (tales como RNA de doble cadena o RNA con estructuras de tipo hairpin) que 
pueden surgir de genes endógenos, infección por virus o transgenes introducidos. Estos RNAs 
aberrantes adoptan estructuras dsRNA, o se sintetizan por RNA polimerasas de la célula o 
RdRp virales, y luego son clivados en dsRNAs de 21-24 nucleótidos por enzimas de tipo 
RNasaIII denominadas Dicer-like (DCL) (Mallory and Vaucheret, 2010; Pumplin and Voinnet, 
2013). Luego de este procesamiento, se incorpora una de las dos cadenas del RNA pequeño 
generado por las DCL, a un complejo silenciador denominado RISC (del inglés, RNA-induced 
silencing complex), que será el que guíe la inactivación secuencia específica del RNA o DNA 
blanco. Estos complejos RISC de silenciamiento están compuestos, entre otras, por la proteína 
Argonauta (AGO). 
Además de su papel en el desarrollo y mantenimiento de la integridad del genoma, el 
silenciamiento del RNA constituye el principal sistema inmune de la planta contra los virus 
(Covey et al., 1997; Ding and Voinnet, 2007; Incarbone and Dunoyer, 2013; Ratcliff et al., 
1997). El silenciamiento antiviral de RNA es desencadenado por dsRNA que surgen durante la 
infección viral (intermediarios de replicación o por estructuras de tipo hairpin dentro de los 
genomas de virus a ssRNA) (Donaire et al., 2009; Molnar et al., 2005; Qi et al., 2009; Szittya et 
al., 2010). Estos RNA virales de doble cadena son principalmente procesados por DCL4 o 
DCL2, para producir sRNAs de 21 o 22 nt derivados del virus (vsRNAs) (Blevins et al., 2006; 
Deleris et al., 2006). Estos vsRNAs son luego reclutados a los RISCs, principalmente por AGO1 
y AGO2, para dirigir el PTGS (post-transcriptional gene silencing) del RNA viral (Harvey et al., 
2011; Morel et al., 2002; Qu et al., 2008; Scholthof et al., 2011; Takeda et al., 2008; Wang et 
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al., 2011b; Zhang et al., 2006). La Figura 40 presenta un esquema del mecanismo llevado por 
varios tipos de virus de plantas estudiados.  
 
 
Figura 40. Esquema del mecanismo de silenciamiento antiviral de RNA en plantas. El silenciamiento antiviral de RNA es 
desencadenado por dsRNA intermediarios de replicación o por estructuras de plegado intermolecular dentro de los genomas 
virales que son procesadas por proteínas Dicer-like (DCL4, DCL3, y DCL2) en RNAs pequeños derivados del virus (vsRNAs). 
Estos vsRNAs son cargados en los complejos RISCs para guiar la inhibición de la traducción y/o el clivado de RNA viral. Estos 
RNASs virales clivados son a su vez usados por RNA polimerasas RNA dependientes celulares (RDRs) para amplificar la 
señal de silenciamiento mediante la producción de más sustratos dsRNA para el procesamiento por DCLs. Estos vsRNAs 
pasan a las células vecinas por lo PDs diseminando la respuesta antiviral por todo el tejido. Tomado con modificaciones de 
Incarbone y Dunoyer, 2013. 
 
 
3. Supresión del silenciamiento de RNA mediada por virus 
Para escapar de la respuesta inmune establecida por el silenciamiento antiviral, los virus han 
desarrollado varios mecanismos de contra-defensa (Ding and Voinnet, 2007). Entre éstos, la 
producción de proteínas supresoras virales del silenciamiento de RNA (VSRs, viral 
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suppressors) es la estrategia viral más empleada (Wieczorek and Obrepalska-Steplowska, 
2015). Estas VSRs actúan en diferentes etapas (Incarbone and Dunoyer, 2013), algunas, como 
la proteína P19 de los tombusvirus, lo hacen uniendo y secuestrando dúplex de siRNA (small 
interfering RNA) para inhibir el ensamblaje de los complejos RISC y el movimiento célula a 
célula del silenciamiento de RNA (Chapman et al., 2004; Dunoyer et al., 2006; Dunoyer et al., 
2010), mientras que otras inhiben el silenciamiento de RNA a través de la interacción con 
componentes de la maquinaria de silenciamiento de RNA (Burgyan and Havelda, 2011; Wu et 
al., 2010). 
Información más detallada de los mecanismos de silenciamiento de RNA y de supresión del 
silenciamiento génico pueden leerse de Carbonell y Carrington, (2015); Csorba et al, (2015) y 
Zhang et al., (2015). 
Además de su función supresora, muchas VSRs cumplen múltiples funciones en el ciclo viral. 
Por ejemplo, las VSRs P25 de PVX y HC-Pro de TuMV son también las proteínas de 
movimiento del virus.  
 
4. Rol del nucléolo y otras estructuras sub-nucleares en la infección viral 
Se sabe que tanto el nucléolo como otras estructuras subnucleares son cruciales para la 
función celular. Por lo tanto, es probable que la alteración de estas estructuras por interacción 
con los virus contribuya a la enfermedad celular, en particular a través de la alteración y/o el 
desplazamiento de proteínas presentes en estos compartimentos, entre otros.  
 
4.1. El nucléolo 
El nucléolo es una pequeña organela nuclear cuya función principal es la biogénesis de 
ribosomas, la biogénesis y el transporte de RNAs y RNPs, y la maduración de mRNAs, y está 
implicado en procesos como la senescencia, el control del ciclo celular y la respuesta al estrés 
(Carmo-Fonseca et al., 2000; Olson et al., 2002; Pederson, 1998; Rubbi and Milner, 2003). 
Además, el nucléolo desempeña un papel crucial en el ciclo de infección de varios virus a DNA 
y RNA (Greco, 2009; Hiscox, 2007; Taliansky et al., 2010). Dado que la mayoría de los virus a 
DNA se replican dentro del núcleo, es fácil comprender sus asociaciones con el nucléolo. Sin 
embargo, los virus a RNA se replican principalmente en el citoplasma de las células 
hospedantes, por lo que la lógica del paso por esta organela no es tan directa; pero sin duda, 
esta estrategia les ha permitido a estos virus adaptarse a sus hospedantes y lograr infecciones 
exitosas. Como resultado de sus genomas pequeños y limitada capacidad codificante, el 
reclutamiento de proteínas celulares con funciones definidas en el metabolismo del RNA sería 
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un paso necesario de los virus a RNA para facilitar la infección de su hospedante. Debido a que 
las proteínas nucleolares tienen muchas funciones cruciales en la biosíntesis, procesamiento y 
traducción del RNA celular, no sorprende entonces que las proteínas nucleolares se incorporen 
en los complejos de replicación y/o traducción de virus a RNA. Los virus a RNA interaccionan 
con el nucléolo para usurpar las funciones de la célula hospedante y reclutar proteínas 
nucleolares que faciliten su replicación (Haupt et al., 2005b; Taliansky and Robinson, 2003).  
En las proteína virales aún no se han identificado motivos conservados de direccionamiento a 
nucléolo (NoLSs), como ocurre con las NLS virales (Carmo-Fonseca et al., 2000). En general, 
los motivos proteicos implicados en el direccionamiento a nucléolo son ricos en residuos de 
arginina y lisina, sin embargo, no hay una secuencia o estructura consenso. En algunas 
proteínas virales, las NLSs y las NoLSs funcionan en conjunto para direccionar una proteína 
determinada al nucléolo (Rowland et al., 1999; Rowland et al., 2003). El hecho de que las 
proteínas virales contengan NoLSs es un fuerte indicio de que los virus han desarrollado 
funciones nucleolares específicas. Así mismo, las proteínas virales también pueden dirigirse al 
nucléolo a través de la asociación con proteínas celulares (Lee et al., 1998; Tsai and McKay, 
2005).  
Hay cada vez más evidencias que demuestran que la interrupción del tráfico nuclear o 
nucleolar de proteínas de virus a RNA de cadena positiva afecta la patogénesis viral (Peranen 
et al., 1990; Fazakerley et al., 2002; Lee et al., 2006). Por ejemplo, cuando se introducen 
mutaciones puntuales que suprimen la localización nuclear y nucleolar de la ‘core protein’ de 
Japanese encephalitis virus (JEV), los virus recombinantes tienen alterada la replicación en 
comparación con el virus de tipo salvaje (Mori et al., 2005). Además, se han reportado 
diferentes proteínas de virus de plantas que se localizan en el nucléolo y están involucradas en 
el movimiento viral a larga distancia (Haupt et al., 2005; Ryabov et al., 1998; Tsai et al., 2005; 
Kim et al., 2007).  
 
4.2. Los Cajal bodies 
Además del nucléolo, el núcleo contiene otras estructuras o dominios diferentes (Lamond and 
Earnshaw, 1998; Shaw, 1996), de los cuales, los más estudiados son los cuerpos de Cajal 
(Cajal bodies, CBs) (Gall, 2000, 2003; Ogg and Lamond, 2002; Sleeman et al., 2001). Los CBs 
se encuentran en los núcleos tanto de animales como de plantas. En las plantas, están 
presentes en todas las especies y en todos los tipos celulares, y se encuentran frecuentemente 
asociados físicamente y funcionalmente con el nucléolo (Beven et al., 1995; Collier et al., 2006; 
Gall et al., 1995). Se ha encontrado que estas estructuras desempeñan papeles importantes en 
el metabolismo del RNA y en la formación de partículas de ribonucleoproteínas (RNP) 
Capítulo 3 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
118 
implicadas en la transcripción, el splicing, la biogénesis del ribosomas y el mantenimiento de 
telómeros. Por estudios de FRAP se ha demostrado que existe un flujo rápido de moléculas y 
complejos hacia y fuera de los CBs, por lo que se piensa que los CBs proporcionan una 
localización donde los componentes y los subcomplejos se puedan ensamblar antes de 
dirigirse al sitio donde actúan (Shaw and Brown, 2004). Se han observado cambios dinámicos 
en varias estructuras subnucleares durante las infecciones virales. Por ejemplo, se ha 
demostrado que la proteína ORF3, que es el factor de movimiento a larga distancia de 
Groundnut rosette virus (GRV), se acumula en el nucléolo y reorganiza los CBs (Ryabov et al., 
2004).  
Con el fin de comprender mejor el papel de los CBs en los ciclos de infección de virus de 
plantas, Shaw et al. (2014) realizó un knock down (KD) de coilina (proteína mayoritaria de los 
CBs) en plantas de Nicotiana y encontró que esta proteína podía modular diferencialmente las 
respuestas de la planta a una amplia gama de virus. Por ejemplo, demostró que la reducción 
de los CBs en respuesta al KD de coilina aumenta la acumulación de Barley stripe mosaic virus 
(BSMV; ssRNA, género Hordeivirus) y tomato golden mosaic virus (TGMV; DNA, género 
Begomovirus), con un incremento concomitante de la propagación sistémica del virus. 
Curiosamente, también se demostró que las deficiencias de coilina y CBs inciden en el 
recovery de los síntomas inducidos por Tomato black ring virus (TBRV; ssRNA, género 
Nepovirus) y Tobacco rattle virus (TRV; ssRNA, género Tobravirus) en las hojas emergentes. 
Este fenómeno de recovery se produce por mecanismos de silenciamiento que logran vencer la 
replicación y dispersión del virus en los tejidos nuevos. Sin embargo, en contraste con lo 
esperado, no se ha encontrado una reducción de los niveles de siRNAs (el principal sello del 
silenciamiento de RNAs) específicos de TRV y BSMV en plantas KD de coilina. Además, esto 
indica que el inicio del silenciamiento no está inhibido en plantas deficientes en coilina y que 
son capaces de desencadenar silenciamiento específico contra TRV o BSMV a niveles 
comparables con las plantas wt. Por lo tanto, se ha sugerido que tanto la coilina como los CBs 
podrían estar implicados en un mecanismo diferente de defensa del hospedante que funciona 
independientemente del silenciamiento de RNA (Shaw et al., 2014). En ese mismo estudio 
también se informó el fenómeno opuesto, en el que se descubrió que el KD de coilina reducía 
el desarrollo de síntomas y la acumulación de TVCV (ssRNA, género Tobamovirus) y Potato 
virus Y (PVY; ssRNA, género Potyvirus). En conjunto, estos datos sugieren que la coilina y los 
CBs son importantes en la regulación de la patogénesis de virus de plantas. Si bien los 
mecanismos implicados aún no se han descubierto, estas observaciones indican que podría 
haber interacción entre la actividad de la coilina (y los CB) y la defensa antiviral de las plantas. 
Como sabemos, el resultado de la enfermedad en una infección viral está dado por la 
competencia entre la defensa del huésped y la replicación y propagación del virus. La función 
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de la coilina y/o los CBs podría contribuir a ambos lados en esta competencia. Una posible 
actividad de la coilina puede ser interaccionar directamente con proteínas virales, como se 
demostró para las proteínas codificadas por Poa semilatent virus (PSLV, ssRNA, género 
Hordeivirus), que está estrechamente relacionado con BSMV (Semashko et al., 2012). En 
conjunto, estos datos sugieren que la coilina (CBs) tendría funciones que son explotadas por 
los virus de plantas para su propio beneficio y/o está involucrada en respuestas de defensa de 
las plantas frente a los virus.  
El nucléolo y sus componentes pueden ser utilizados también por el sistema de defensa de la 
planta. Por ejemplo, una de las principales proteínas nucleolares, la nucleolina, se une a la 
región no codificante de TBSV (ssRNA, género Tombusvirus) (Jiang et al., 2010). Esta 
interacción conduce a una inhibición significativa de la replicación del RNA viral, lo que podría 
ser uno de los mecanismos que tienen las plantas de inmunidad innata (Taliansky et al., 2010). 
 
4.3. El nucléolo y los CBs en la supresión del silenciamiento de RNA 
Varios informes recientes demuestran que los CBs también están involucrados en la 
modulación de la expresión de genes de plantas a través de la biogénesis de microRNAs 
(miRNA) y siRNA que, como se mencionó anteriormente, pueden desencadenar el 
silenciamiento génico transcripcional (TGS) y post-transcripcional, para controlar la expresión 
génica, afectando la producción o degradación de mRNAs (Mallory and Vaucheret, 2010; 
Pumplin and Voinnet, 2013).  
Se ha demostrado en Arabidopsis thaliana que componentes de la maquinaria de 
silenciamiento, como AGO4 y DCL3, pueden co-localizarse en el núcleo con los CBs (Fujioka et 
al., 2007; Li et al., 2008; Li et al., 2006). Estos datos sugieren que en las plantas, los CBs 
pueden funcionar como centros de procesamiento que generan especies de RNA implicadas 
en el silenciamiento (Bassett, 2012). Además, se ha encontrado que en un mutante de 
Arabidopsis que tiene alterada la síntesis de coilina (proteína mayoritaria de los CBs) y por 
ende la producción de CBs, existe una reducción significativa de los niveles globales de 
proteína AGO4, lo que sugiere que los CB pueden desempeñar un papel en la estabilización de 
la proteína AGO4 (Li et al., 2008). 
La proteína 2b codificada por CMV es el ejemplo más significativo de vínculo entre supresión 
del silenciamiento génico y localización nucleolar. Esta proteína fue una de las dos primeras 
VSRs reportadas en 1998 (Anandalakshmi et al., 1998; Beclin et al., 1998; Brigneti et al., 1998; 
Kasschau and Carrington, 1998; Xin et al., 1998) y tiene varias propiedades únicas, como la 
localización en nucléolo y la interacciona tanto con proteína de la maquinaria de silenciamiento 
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de RNA (AGO1 y AGO4) como con dsRNAs cortos y largos (Gonzalez et al., 2010; Goto et al., 
2007; Hamera et al., 2012; Zhang et al., 2006). Se ha demostrado que la interacción entre 2b y 
AGO1 es suficiente para inhibir la función slicer de AGO1 y que esta inhibición requiere de la 
localización nucleolar de 2b (Feng et al., 2013). Además, la proteína 2b interacciona en el 
nucléolo con la proteína nucleolar fibrilarina (Gonzalez et al., 2010). 
Otro ejemplo de asociación entre supresión del silenciamiento génico y localización nucleolar lo 
constituye la proteína p23 de CMV, la cual tiene actividad supresora del silenciamiento de RNA 
y se localiza preferencialmente en nucléolo y CBs (Flores et al., 2013; Ruiz-Ruiz et al., 2013).  
 
4.4. El nucléolo y los CBs en el transporte viral a larga distancia 
Un virus de plantas que direcciona proteínas virales al nucléolo es GRV (ssRNA, género 
Umbravirus). La proteína ORF3 de GRV actúa como proteína de movimiento a larga distancia 
uniéndose al RNA viral para formar partículas filamentosas de RNP que protegen al RNA de la 
degradación (Ryabov et al., 1999a; Ryabov et al., 2001). Estas partículas se acumulan en el 
citosol y se desplazan a través del floema para diseminar el genoma viral en toda la planta. 
Además de la localización citoplasmática, también se ha encontrado en núcleos y 
preferentemente en nucléolos (Ryabov et al., 2004; Ryabov et al., 1998; Ryabov et al., 1999a; 
Ryabov et al., 2001; Taliansky et al., 2003). 
Se cree que la localización nucleolar de la proteína ORF3 ocurre por la reorganización de CBs 
en múltiples estructuras de tipo CBs (CB-like, CBLs) que luego se fusionan con el nucléolo (Kim 
et al., 2007b). El ORF3 eventualmente migra desde el núcleo hasta el citoplasma, y durante 
este proceso secuestra fibrilarina del nucléolo y la deposita en el citosol, una localización donde 
no se encuentra normalmente (Kim et al., 2007a; Kim et al., 2007b; Lyon et al., 1997; Ogg and 
Lamond, 2002; Sleeman et al., 1998). También se demostró que la capacidad de la proteína 
ORF3 para mover el RNA viral a larga distancia a través del floema depende estrictamente de 
su interacción con fibrilarina. La proteína ORF3 entra en el nucléolo, donde forma complejos 
con fibrilarina que se relocalizan luego en el citoplasma. Allí, estos complejos interaccionan con 
el RNA viral para formar RNPs virales que son capaces de desplazarse a larga distancia 
(Canetta et al., 2008).  
Otras MPs de virus de plantas que interaccionan con fibrilarina son las proteínas TGB1 del 
pomovirus PMTV y del hordeivirus PSLV (Makarov et al., 2016; Semashko et al., 2012). La 
proteína TGB1 codificada por el virus PMTV se localiza en el núcleo y nucléolo. La deleción de 
84 aminoácidos N-terminales elimina su localización nucleolar y el movimiento sistémico del 
virus, sin embargo, el virus mantiene la capacidad de moverse célula a célula (Lukhovitskaya et 
al., 2015). La proteína TGB1 de PSLV también puede interaccionar con fibrilarina tanto in vitro 
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como in vivo (Makarov et al., 2015). Por lo tanto, PMTV y PSLV representan más ejemplos de 
virus de plantas que requieren asociación con el nucléolo para controlar el movimiento a larga 
distancia de sus genomas. 
 
4.5. Los dicing bodies (D-bodies) 
Los dicing bodies (D-bodies) son estructuras subnucleares involucradas en el procesamiento 
de microRNAs (miRNAs). Los miRNAs son una clase de RNAs pequeños de aproximadamente 
21-22 nucleótidos que se encuentran en casi todos los eucariotas y son importantes para la 
regulación de la expresión génica (Chen, 2010; Lau et al., 2001; Llave et al., 2002; Molnar et 
al., 2007; Reinhart et al., 2000; Zhao et al., 2007). Al igual que los genes que codifican 
proteínas, los genes de los miRNA de plantas y animales son transcriptos por la RNA 
polimerasa II en transcriptos primarios, conocidos como pri-miRNAs. Un pri-miRNA contiene 
una estructura de tipo stem-loop: un dsRNA imperfecto tipo hairpin que alberga el miARN 
(Bartel, 2004; Chen, 2010; Kim and Nam, 2006; Laubinger et al., 2008; Lee et al., 2004; Xie et 
al., 2005). Los pri-miRNAs son luego procesados en dos eventos endonucleolíticos sitio 
específicos que los convierten en miRNA dúplex. En las células vegetales ambos pasos de 
corte se producen en el núcleo, mediante la acción de la enzima Dicer-like1 (DCL1) (Chen, 
2005; Jones-Rhoades et al., 2006) y otras proteínas, incluyendo la proteína con dominio zinc 
finger Serrate (SE) (Lobbes et al., 2006; Yang et al., 2006) y la proteína con dominio de unión a 
dsRNA Hyponastic Leaves1 (HYL1) (Han et al., 2004; Vazquez et al., 2004; Wu et al., 2007). 
Los miARNs de plantas son además metilados por Hua Enhancer (HEN1) en sus extremos 3' 
(Yu et al., 2005) y cargado en Argonuata 1 (AGO1) (Baumberger and Baulcombe, 2005). 
Por microscopía de fluorescencia in vivo se encontró que DCL1 se acumula preferencialmente 
en cuerpos nucleares redondos, excluidos del nucléolo (Fang and Spector, 2007) y que la 
proteína HYL1 muestra un patrón de localización similar a DCL1. Por análisis de co-localización 
se observó que los cuerpos de DCL1 y los cuerpos de HYL1 son las mismas estructuras (Fang 
and Spector, 2007; Song et al., 2007), las cuales son actualmente conocidas como D-bodies. 
En este escenario, los pri-miRNAs podrían ser reclutados a los D-bodies, donde serían 
procesados por DCL1 y HYL1 (Fang and Spector, 2007). Se ha observado también que AGO1 
exhibe localización en D-bodies además de su distribución en nucleoplasma y citoplasma 
(Fang and Spector, 2007). Los D-bodies son diferentes a la mayoría de los cuerpos nucleares 
conocidos, debido a su forma redonda, tamaño y número promedio por núcleo (Shaw and 
Brown, 2004), pero similares a los CBs (Nizami et al., 2010). El número de D-bodies presente 
en cada núcleo varía entre 0 y 4 (Fang and Spector, 2007). 
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HIPÓTESIS 
- La proteína 24K se localiza en compartimientos subnucleares específicos. 
- La proteína 24K se localiza en microtúbulos.  
- La proteína 24K contiene dominios proteicos responsables de su localización subcelular 
- La localización de la proteína 24K en los compartimientos subnucleares es fundamental 
para su función como proteína supresora del silenciamiento génico. 
- La localización de la proteína 24K en el nucléolo, estructuras subnucleares y filamentos 
en citoplasma está relacionada con una posible participación en el mecanismo de 
movimiento viral a larga distancia. 
 
OBJETIVOS 
Sabemos que la proteína 24K de CPsV se localizan en nucléolo y en agregados en 
nucleoplasma, que presenta la capacidad de unir dsRNA largos (Robles Luna et al., 2017b), y 
que posee función supresora del silenciamiento génico. Por lo tanto, para comprender el 
mecanismo de acción de esta proteína en el ciclo infectivo de CPsV, sería de sumo interés 
encontrar una asociación nucléolo-supresión y/o nucléolo-movimiento, como se ha reportado 
para otras proteínas virales. 
Para determinar estos interrogantes se plantearon los siguientes objetivos: 
1. Avanzar en la determinación de las localizaciones subcelulares de la proteína 24K. 
2. Predecir por análisis bioinformático la presencia de posibles señales de 
direccionamiento subcelular y motivos o dominios funcionales de la proteína 24K de 
CPsV. 
3. Generar una batería de mutantes de la proteína 24K que tengan alterados posibles 
dominios funcionales. 
4. Analizar la importancia de estos dominios en la localización subcelular de la proteína 
24K 
5. Vincular las localizaciones subcelulares observadas con las posibles funciones de la 
proteína 24K en el ciclo viral 
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RESULTADOS 
 
1. Análisis bioinformático de la proteína 24K de CPsV 
Como primer enfoque para tratar de determinar los posibles dominios de la proteína 24K 
responsables de su actividad, se realizó un estudio bioinformático de la secuencia 
aminoacídica de la misma utilizando distintos servidores on-line. 
 
1.1. Predicción bioinformática de posibles señales de localización subcelular presentes 
en la secuencia de la proteína 24K 
Como se mencionó en la introducción, la proteína 24K de CPsV se ha encontrado acumulada 
en agregados en nucleoplasma en células epiteliales de N. benthamiana. Una forma de 
dirigirse a tales compartimientos sería portando las señales de localización específicas para 
cada uno de éstos. Así,  se realizó una búsqueda de posibles NLS, sin embargo, los software 
ScanProsite (de Castro et al., 2006) y WoLF PSORT (Horton et al., 2007) no predijeron ninguna 
NLS. 
Como se mencionó en el capítulo 2, las reglas y señales que rigen la localización y la 
exportación nuclear de proteínas celulares están bien definidas. Por el contrario, las señales 
que gobiernan la localización y retención nucleolar no son claras (Carmo-Fonseca et al., 2000). 
Los motivos implicados son en general ricos en residuos de arginina y lisina, sin embargo, no 
hay secuencia o estructura de consenso inmediatamente obvia. Posiblemente, las proteínas 
que se localizan en el nucléolo también pueden tener motivos de importación nuclear y, si es 
necesario, exportación nuclear. Las NoLSs (señales de localización nucleolar) que se han 
identificado hasta el momento pueden agruparse en aquellas que contienen motivos únicos y 
aquellas que contienen motivos múltiples (Kubota et al., 1999). Alternativamente, las señales 
pueden tomar la forma de una interacción entre varios dominios funcionales de una proteína 
(Sheng et al., 2004). La localización en nucléolo también puede ser regulada por unión a 
pequeñas moléculas efectoras (Tsai and McKay, 2005). En muchos casos, las proteínas que se 
localizan en citoplasma y en núcleo y/o nucléolo contienen múltiples señales que determinan su 
localización subcelular (Cros et al., 2005; Ladd and Cooper, 2004; Ryabov et al., 2004; 
Tsukahara and Maru, 2004). Esta situación dificulta la identificación de NoLSs, ya que muchas 
proteínas que se localizan en el nucléolo también se localizan en el núcleo y contienen tanto 
NLSs clásicas como NoLSs, cuyas secuencias pueden superponerse. De este modo, la 
localización nucleolar de una proteína puede estar gobernada por varios factores, incluyendo si 
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la proteína se asocia con otra proteína del nucléolo, o si se dirige al nucléolo por sí sola o en 
asociación con transcriptos de RNA que se están transcribiendo en el nucléolo. Claramente, las 
combinaciones de estas posibilidades podrían ocurrir, lo que dificulta las predicciones de las 
NoLS. Cuando se analizó la secuencia de la proteína 24K con el software NOD (Scott et al., 
2010; Scott et al., 2011) no se encontraron regiones de secuencia con motivos NoLSs 
putativos. Sin embargo, el mismo servidor predice una NoLS putativa en la proteína homóloga 
25K de MiLBVV cuya secuencia es 35TVISKGKNEEKSLMK49 (Robles Luna, 2014). Esto indica 
que no debería descartarse que la proteína 24K contenga una región de secuencia similar con 
función NoLS que no es detectada por los servidores disponibles. 
Como la proteína 24K también se encuentra localizada en citoplasma, y con el objetivo de 
determinar si la proteína es translocada del núcleo al citoplasma por una NES presente en su 
secuencia, se realizó una predicción bioinformática en búsqueda de NES putativas con los 
softwares LocNES (Xu et al., 2015), NetNES (la Cour et al., 2004) y ValidNES (Fu et al., 2013), 
obteniéndose los siguientes resultados: 
- LocNES: predicción de la región 148-EQEITEELLKKLKII-162 con alta probabilidad de 
funcionar como NES (score=0.509). 
LocNES también predice una posible NES en la secuencia de la proteína 23K de BlMaV entre 
los aminoácidos 152-TKYTELKRSIRKLVI-166 con un score=0.294. 
- NetNES: predicción de una NES putativa en la región 156-LKKLKIIIS-164 (Figura 41). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Gráfico de los valores predichos (score) por el servidor NetNES para cada posición. El servidor calcula 
el ‘NES score’ para cada residuo a partir de los score predichos por HMM (Hidden Markov Model) y ANN (Artificial 
Neural Network). Se muestran los tres valores para cada posición. Si el ‘NES score’ sobrepasa el umbral, 
entonces se espera que esa posición participe en una señal de exportación nuclear. Cabe aclarar que las ANN 
están entrenadas para reconocer específicamente la última posición hidrofóbica del motivo (la más C-terminal).  
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Este servidor también predice una NES en la región 157-LKRSIRKLVI-166 de la proteína 23K 
de BlMaV. 
- ValidNES: Predice la región 156-LKKLKI-161 con un 72% de probabilidad de funcionar 
como NES 
 
En la Figura 42 se muestra un esquema de la proteína 24K y un alineamiento entre las 
proteínas 22K, 23K, 24K y 25K de la región alrededor de la NES putativa predicha para 24K y 
23K. 
 
 
Figura 42. A) Esquema de la proteína 24K de CPsV. Se marca en azul la región y secuencia entre los aminoácidos 148 y 164. 
Se señalan las regiones predichas por LocNES en violeta, ValidNES en celeste y NetNES en verde.B) Alineamiento de las 
secuencias de las proteínas 25K (MiLBVV), 24K (CPsV), 22K (LRNV) y 23K (BlMaV) en la región alrededor de las NES 
predichas para 24K y 23K. 
 
1.2. Predicción de posibles regiones de unión a ácidos nucleicos 
Al igual que ocurre con la MPCPsV, la proteína 24K presenta la capacidad de unir dsRNAs in 
vitro (Robles Luna et al., 2017b), por lo que resulta de interés lograr determinar posibles 
regiones de interacción con ácidos nucleicos. Para esto, se hizo una predicción de motivos de 
unión a RNA utilizando los software BindN (Wang and Brown, 2006) y Pprint (Kumar et al., 
2008). Además se realizó un análisis con Pprint de las secuencias de la proteína 22K de LRNV, 
23K de BlMaV y 25K de MiLBVV. En la Figura 43 se muestra un alineamiento de las 
secuencias de estas cuatro proteínas, donde se resaltaron en rojo los residuos de unión a RNA 
predichos por Pprint para cada proteína. Se destacan en negrita los residuos cuya probabilidad 
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de unión a RNA se conserva en las cuatro proteínas, es decir, los aminoácidos N11, H13, K14 
y W15 en la numeración para 24K.  
 
 
Figura 43. Alineamiento múltiple de las secuencias de las proteínas 25K (MiLBVV), 24K (CPsV), 22K (LRNV) y 23K (BlMaV). 
Los residuos de unión a RNA predichos por Pprint se marcan en rojo, en negrita los residuos de unión conservados, y en verde 
los predichos por FastRNABindR para la 24K. 
 
Para analizar la ubicación de estos posibles residuos de unión a RNA en la estructura 
tridimensional de 24K, se realizó una predicción de estructura tridimensional con los softwares 
I-TASSER (Yang et al., 2015) y MUSTER (Wu and Zhang, 2008). La calidad de los modelos 
propuestos por ambos programas se analizó con Verify_3D (Bowie et al., 1991; Luthy et al., 
1992; Wu and Zhang, 2008) y ProSA (Wiederstein and Sippl, 2007). En base a estos resultados 
se eligió uno de los modelos propuestos por I-TASSER, el cual posee un C-score=-4.46. Uno 
de los templates a destacar utilizados por I-TASSER para realizar el modelado, es la estructura 
de una proteína de S. cerevisiae implicada en la importación nuclear (PDB: 3EA5). En la Figura 
44 se muestra el modelado donde se resaltan en azul los cuatro residuos de unión a RNA que 
se conservan en las tres proteínas homólogas de 24K. 
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Figura 44. Modelado estructural de 24K realizado con el servidor I-TASSER. Se marcan en azul los residuos de unión a 
RNA conservados. En magenta se marcan los extremos N-terminal (M-1) y C-terminal (E-206) de la secuencia. 
 
1.3. Predicción de motivos WG/GW 
Uno de los mecanismos por los cuales las proteínas supresoras virales actúan es mediante 
interacción con las proteínas AGO, y posterior inhibición de la actividad slicer, como ocurre con 
la proteína 2b de CMV. Las proteínas AGO interaccionan con proteínas que se caracterizan por 
la presencia de motivos secuenciales repetidos que contienen dos aminoácidos: glicina (G) y 
triptófano (W), conocidos como motivos WG/GW (El-Shami et al., 2007). Las secuencias de 
estos dominios son extremadamente divergentes, pero a pesar de la baja similitud de 
secuencia, los dominios revelan una composición común de aminoácidos, siendo ricos en 
glicina, serina y triptófano, con bajos niveles de cisteína, fenilalanina, histidina, metionina y 
tirosina (Karlowski et al., 2010). Esta falta de similitud de secuencia no influye en la 
universalidad funcional del dominio (El-Shami et al., 2007). Los motivos WG/GW median la 
interacción directa con varios miembros de la familia de proteínas AGO en todo el reino 
eucariótico (Bednenko et al., 2009; Ding et al., 2005; Eulalio et al., 2009; He et al., 2009; 
Jakymiw et al., 2005; Karlowski et al., 2010; Partridge et al., 2007; Till et al., 2007), por lo que 
son estrictamente necesarios para el mecanismo de silenciamiento de RNA.  
Se ha demostrado que los virus codifican proteínas que albergan motivos WG/GW funcionales, 
lo que conduce a la supresión de los mecanismos de silenciamiento del hospedante (Aqil et al., 
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2013; Azevedo et al., 2010; Bivalkar-Mehla et al., 2011; de Ronde et al., 2014; Giner et al., 
2010; Szabo et al., 2012).  
La secuencia extremadamente divergente, las longitudes de aminoácidos variables (que van 
desde 22 hasta 650 aa) y el número irregular de repeticiones dipeptídicas WG/GW que lo 
componen (de 1 a 40) hacen que el dominio WG/GW sea muy difícil de identificar usando 
métodos in silico (Karlowski et al., 2010). La falta de conservación de la secuencia también 
impone propiedades estructurales indeterminadas. Por lo tanto, es posible que además de los 
residuos de triptófano y glicina conservados en el dominio WG/GW, otros componentes sean 
responsables de la creación del entorno de unión (Karlowski et al., 2010). 
Con el fin de determinar una posible interacción entre la proteína 24K y las proteínas AGO, se 
realizó una predicción de motivos WG/GW en la proteína 24K con el servidor AGOS (Zielezinski 
and Karlowski, 2011), encontrándose un posible domino entre las posiciones 11 y 18 (11-
NLHKWGLE-18) con muy baja compatibilidad de composición. En la Figura 44 se puede ver la 
ubicación del W15 presente en este motivo. Este servidor no detecta la presencia de motivos 
similares en las proteínas homólogas de ninguno de los otros ophiovirus secuenciados, es 
decir, la proteína 25K de MiLBVV, 23K de BlMaV, y 22K de LRNV. 
 
 
Figura 45. Esquema de la proteína 24K de CPsV. Se marca en magenta la 
región y secuencia del motivo WG predicho por el servidor AGOS. 
 
2. Diseño y generación de mutantes de la proteína 24K de CPsV  
Con el fin de determinar posibles dominios y/o motivos funcionales de la proteína 24K, se 
generaron cuatro mutantes donde se alteraron distintas regiones en base al análisis 
bioinformático del punto 1 (Figura 46). 
- Mutante 24∆N: donde se eliminaron los primeros 33 aminoácidos del extremo N-
terminal. Esta región podría estar involucrada en el direccionamiento subcelular de la 
proteína. Además contiene el motivo WG predicho por el servidor AGOS. 
- Mutante 24∆C: se eliminaron los últimos 17 aminoácidos C-terminales. Esta región tiene 
residuos con muy altas probabilidades de unir RNA 
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- Mutante 24∆NES: se eliminaron los aminoácidos 156 a 170 (156-LKKLKIIISSNPKER-
170). Esta región podría ser parte de una señal de exportación nuclear. 
- Mutante 24W15A: Se realizó la sustitución por Alanina del Triptófano 15 que es parte 
del motivo WG presente en la secuencia. De esta forma, se alteró de manera puntual el 
posible dominio de unión a AGO 
 
 
Figura 46. Esquemas de los mutantes de la proteína 24K generados. 
 
Al igual que los mutantes de la MPCPsV, estos mutantes se generaron utilizando la estrategia de 
overlapping PCR (ver Materiales y Métodos). 
 
3. Análisis funcional de la proteína 24K y sus versiones mutadas 
Para el análisis funcional de los mutantes de la proteína 24K de CPsV, se generaron fusiones 
traduccionales de los mismos a las proteínas fluorescentes eGFP y mRFP (ver Materiales y 
Métodos). Una vez obtenidas las diferentes proteínas de fusión, se analizó su comportamiento 
en ensayos de expresión transitoria en células epiteliales de N. benthamiana. 
 
3.1. Análisis de la expresión de los mutantes de 24K 
Se analizó el nivel de expresión y la integridad de las proteínas de fusión obtenidas mediante 
western blot (Figura 47). Los cuatro mutantes se expresaron en niveles detectables y se 
observó la presencia de una única banda específica en todos los casos. 
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Figura 47. Análisis por western-blot de extractos proteicos de hojas de N. benthamiana expresando la proteína 
24K wt o cada uno de los mutantes indicados a 4 dpai. Se reveló con un anticuerpo monoclonal anti-GFP. Los 
marcadores de peso molecular se indican a la izquierda (kDa). Como control de carga se usó tinción con 
coomassie blue. s/i=extracto proteico de hojas no agroinfiltradas.  
 
3.2. Estudio de la localización subcelular de la proteína 24K y sus mutantes  
Se analizó la localización subcelular de la proteína 24K y los mutantes fusionados en su 
extremo C-terminal a eGFP por microscopía confocal. Se realizaron expresiones transitorias en 
hojas de N. benthamiana de los mutantes en conjuntos con marcadores de diferentes 
compartimientos celulares.  
 
3.2.1. Localización subcelular de la proteína 24K 
Se analizó la localización subcelular de la proteína 24K:eGFP mediante co-expresiones con 
distintos marcadores subcelulares: fibrilarina fusionada a la proteína RFP (Fib:RFP) (Barneche 
et al., 2000; Kim et al., 2007a) como marcador de nucléolo y CBs; U2B”:RFP (U2 small nuclear 
ribonucleoprotein B'' fusionada a RFP) específico de CBs, y mRFP libre, como marcador de 
nucleoplasma (Figura 48).  
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Figura 48. Localización subcelular de 24K:eGFP. Co-expresión de 24K:eGFP con mRFP (A) y (B), Fib:RFP 
(C), y U2B”:RFP (D). Imágenes tomadas a distintos tiempos posteriores a la agroinfiltración. Las flechas 
blancas marcan los nucléolos y las puntas de flecha color magenta los agregados en nucleoplasma. 
Escala=10µm 
 
Cuando se analiza la expresión de la proteína de fusión 24K:eGFP se observa que a partir de 
los 2 a 3 dpai comienzan a aparecer pequeños agregados en el nucleoplasma y a ocuparse los 
nucléolos (Figura 48, panel A). Luego de 4 dpai los nucléolos aparecen marcados por completo 
con 24K:eGFP (Figura 48, panel B). Para determinar si los agregados en nucleoplasma se 
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tratan de CBs, se realizaron co-expresiones con el marcador de CBs U2B”:RFP y Fib:mRFP 
(Figura 48, panel C y D). Se puede observar que sólo algunos agregados de 24K:eGFP co-
localizan con los marcadores de CBs, lo que indica que además de localizarse en CBs, la 
proteína 24K forma parte de otros agregados o estructuras subnucleares. Estas subestructuras 
podrían tratarse de D-bodies, que como se mencionó en la introducción, son estructuras donde 
los precursores de miRNAs son procesados por DCL1 y otras proteínas (Fang and Spector, 
2007; Fujioka et al., 2007; Song et al., 2007). 
Robles Luna en su Tesis Doctoral (2014), observó que la proteína 24K formaba filamentos 
citoplasmáticos en región cortical de las células. Con el fin de determinar la naturaleza de estos 
filamentos, se realizaron co-expresiones de 24K:eGFP con el marcador de microtúbulos 
TUA2:mRFP (Van Damme et al., 2004), como se muestra en la Figura 49, panel A.  
 
 
Figura 49. Localización de 24K:eGFP en microtúbulos y agregados citoplasmáticos. Co-localización de 24K:eGFP 
con el marcador de microtúbulos TUA2:mRFP (A) y con Fib:RFP (B y C). Las flechas indican los agregados 
citoplasmáticos de 24K con fibrilarina. Escala=10μm. 
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Se encontró que ambas proteínas co-localizan, por lo que se confirmó la asociación de la 
proteína 24K con los MTs.  
También se analizó la asociación de 24K con fibrilarina en otras regiones de la célula, ya que 
de estar interaccionando, la proteína 24K podría relocalizar a fibrilarina (que en condiciones 
normales se localiza únicamente en nucléolo) a otras partes de la célula. Se encontró co-
localización de 24K:eGFP con Fib:RFP en MTs (Figura 49, panel B) y en agregados 
citoplasmáticos (Figura 49, panel C). Estos agregados citoplasmáticos son similares a los 
encontrados entre fibrilarina y la proteína ORF3 de CMV (Ryabov et al., 2001; Ryabov et al., 
1999b), por lo que estos resultados sugieren una posible asociación entre la proteína 24K y el 
mecanismo de transporte viral de CPsV. 
 
3.2.2. Localización en nucléolo y nucleoplasma de los mutantes de 24K  
Se analizó el efecto de las mutaciones introducidas en la proteína 24K en la capacidad de 
localización en nucléolo y agregados en nucleoplasma. Para esto, se co-expresaron por 
agroinfiltración cada una de las versiones mutadas de la proteína 24K fusionadas a eGFP con 
el marcador de nucléolo y CBs, Fib:RFP. En la Figura 50 podemos observar que el mutante 
24∆N:eGFP es capaz de co-localizar con Fib:RFP en nucléolo, aunque la distribución no es la 
misma que la proteína sin mutar. Además, si bien forma agregados en nucleoplasma, éstos no 
parecen tratarse de CBs ya que no se observa co-localización con agregados de Fib:RFP en 
nucleoplasma, y el número de agregados es mucho menor comparado con los formados 
durante la expresión de la proteína wt (Figura 50, panel A).  
El mutante 24∆C:eGFP co-localiza con Fib:RFP tanto en nucléolo como en nucleoplasma, pero 
la distribución de la proteína parece ser menor en el nucléolo en comparación con la proteína 
wt, por lo que es probable que se haya afectado su capacidad de acumulación en este 
compartimiento. Debido a que todos los agregados de 24∆C:eGFP observados en 
nucleoplasma co-localizan con Fib:RFP, podrían tratarse de CBs (Figura 50, panel B). 
El mutante 24∆NES:eGFP, co-localiza con Fib:RFP en CBs y nucléolo, sin embargo, la 
localización en nucléolo es mayoritariamente en forma de agregados, encontrándose muy 
pocos nucléolos completamente marcados (Figura 50, panel C). 
 El mutante 24W15A:eGFP se acumula marcadamente en el nucléolo, y en agregados en 
nucleoplasma que co-localizan con fibrilarina (Figura 50, panel D). 
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Figura 50. Localización subcelular de los mutantes de 24K. Co-expresión de Fib.RFP con los mutantes: (A) 24∆N:eGFP, (B) 
24∆C:eGFP, (C) 24∆NES:eGFP, y (D) 24W15A:eGFP. Las flechas blancas marcan los nucléolos, las puntas de flecha color 
magenta los agregados en nucleoplasma y las puntas color amarillo agregados en nucléolo. Escala=10µm 
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3.2.3. Localización en microtúbulos y agregados en citoplasma 
Sabiendo que la proteína 24K:eGFP co-localiza con Fib:RFP en MTs y en agregados en 
citoplasma, el siguiente paso fue analizar si las mutaciones introducidas en la proteína 24K 
afectan estas asociaciones. Para esto, se realizaron co-expresiones de los mutantes de 24K 
fusionados a eGFP con Fib:RFP, en busca de filamentos corticales y agregados 
citoplasmáticos marcados con ambas proteínas (Figura 51). Se encontró que el mutantes 24∆N 
mantiene la localización en agregados con fibrilarina en citoplasma, similares a los de la 
proteína wt. El mutante 24W15 presenta mayor cantidad de agregados en comparación con la 
proteína 24K. Se encontró también que el mutante 24∆NES mantiene la asociación con 
fibrilarina en microtúbulos. 
 
Figura 51. Co-localización en los mutantes de 24K con Fibrilarina en MT y citoplasma. Co-expresión de Fib:RFP con los mutantes 
24∆N:eGFP (A), 24W15A:eGFP (B) y 24∆NES:eGFP (C). Escala=10µm 
 
Resta caracterizar la localización en agregados citoplasmáticos de los mutantes 24∆NES y 
24∆C y la localización en MT de 24∆N, 24W15A y 24∆C. 
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CONCLUSIONES 
 
- La proteína 24K de CPsV se localiza en nucléolo, CBs y otros agregados subnucleares en 
células epiteliales de N. benthamiana. 
- La proteína 24K se localiza en microtúbulos y agregados citoplasmáticos. 
- La proteína 24K se asocia con fibrilarina en microtúbulos y agregados citoplasmáticos. 
- La región 156-LKKLKIIISSNPKER-170 de la proteína 24K estaría involucrada en la fusión de 
los agregados nucleolares. 
- La proteína 24K contiene un motivo WG involucrado en la formación de agregados en 
nucleoplasma. 
- La región C-terminal interviene en la acumulación de la proteína 24K en nucléolo. 
- La región C-terminal es requerida para la formación de agregados en nucleoplasma 
diferentes a los CBs. 
- La región N-terminal está involucrada en la localización en CBs y posiblemente en otros 
agregados en nucleoplasma. 
- La región N-terminal no es requerida para lo formación de agregados en citoplasma. 
- La mutación W15A favorece la acumulación de la proteína en agregados citoplasmáticos. 
- La región 156-LKKLKIIISSNPKER-170 no es necesaria para la localización de la proteína 
24K en microtúbulos. 
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DISCUSIÓN 
Descifrar la localización subcelular de una proteína es crucial para entender su papel biológico. 
Hemos confirmado que la proteína 24K de CPsV se localiza en nucléolo y agregados en 
nucleoplasma, dentro de los que se encuentran los CBs y posiblemente los D-bodies. 
Con el fin de mejorar la caracterización estructural y funcional de la proteína 24K de CPsV se 
realizó una predicción bioinformática de posibles motivos y dominios funcionales presentes en 
su secuencia en conjunto con un análisis mutacional de los mismos, lo que permitió determinar 
que 24K contiene determinados dominios que están vinculados con su localización subcelular. 
Se encontró la presencia de una posible NES, conservada únicamente en la proteína 23K del 
ophiovirus BlMaV, indicando alguna probabilidad de encontrarla en otros ophiovirus, y cuando 
se muta esta región en la 24K, se altera el patrón de localización nucleolar de la proteína. 
Por otro lado, hemos confirmado la presencia de un motivo WG/GW de unión a AGO. Cuando 
en este motivo se sustituye el triptófano 15 por alanina, no se observan agregados en 
nucleoplasma (diferentes a los CBs), sino una fuerte acumulación de la proteína en el nucléolo 
y CBs. Una posible explicación a este resultado es que el mutante habría perdido la capacidad 
de interacción con alguna de las proteínas de la maquinaria de silenciamiento que se localizan 
en D-bodies. En el mutante 24∆N, en el cual además se ha perdido el motivo WG/GW, también 
disminuye la formación de agregados en nucleoplasma. Como en esta región también se 
encuentra el probable sitio de unión a RNA, y como se ha mencionado, esta proteína tiene la 
capacidad de unirse a dsRNA largos in vitro, probablemente esta mutación altere la función 
supresora de esta proteína.  
Si bien el motivo WG/GW encontrado en la secuencia de 24K no ha sido predicho en ninguna 
de las proteínas homólogas de los otros integrantes del género Ophiovirus, la falta de 
conservación de este motivo dificulta en gran medida su predicción por los métodos disponibles 
hasta el momento. Se ha reportado que el motivo WG/GW está implicado en la interacción de 
varias proteínas VSR con AGO1 (Giner et al., 2010). La mutación del motivo WG en el extremo 
N-terminal de la NSs de TSWV induce la pérdida concomitante de actividad supresora y Avr (de 
Ronde et al., 2014). Por lo tanto, es probable que el motivo WG presente en la proteína 24K 
esté vinculado tanto con su actividad supresora como con su actividad en el procesamiento de 
miRs, ambas funciones ya demostradas para esta proteína, y coincidentes en su localización 
subnuclear.  
A diferencia de la disminución de agregados en el nucleoplasma en el mutante 24∆N, en el 
mutante 24∆C, se observa una disminución de agregados en el nucléolo, incrementándose la 
acumulación en nucleoplasma, los cuales parecen tratarse exclusivamente de CBs.  
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Debido a que los servidores actuales no predicen ni NLS ni NoLS presentes en la secuencia de 
24K, se propone que la capacidad de llegar a estos compartimentos puede deberse a posibles 
interacciones con proteínas celulares y posiblemente también virales, aunque no debe 
descartarse la posibilidad de que estén presentes tales señales pero que no sean identificadas 
por los servidores disponibles. Una gran variedad de virus de plantas codifican proteínas que 
se localizan en el nucléolo y CBs para cumplir con funciones como supresoras virales, como es 
el caso de las proteínas 2b de CMV (Feng et al., 2013; Gonzalez et al., 2010) y p23 de Citrus 
tristeza virus CTV (Flores et al., 2013; Ruiz-Ruiz et al., 2013).  
Hay cada vez más reportes sobre los eventos moleculares desencadenados en las plantas 
luego de una infección viral, incluyendo alteraciones en la expresión de genes del hospedante, 
en el metabolismo y en el desarrollo de la planta (Culver and Padmanabhan, 2007; Diaz-
Pendon and Ding, 2008; Dunoyer and Voinnet, 2005). Algunas de estas alteraciones podrían 
ser las responsables de los síntomas causados por los virus en sus hospedantes. Se sabe que 
los miRNAs (también llamados miRs) son algunas de las moléculas que se ocupan de modular 
estos eventos (Carrington and Ambros, 2003; Palatnik et al., 2003). De acuerdo con esto, se ha 
demostrado que tanto la acumulación como la actividad de los miRs resultan alteradas por la 
infección viral y/o por la expresión transgénica de proteínas virales (Bazzini et al., 2007; 
Chapman et al., 2004; Dunoyer et al., 2004; Dunoyer and Voinnet, 2005; Kasschau et al., 
2003). En este sentido, sabemos que el procesamiento del miR156a y miR171a en plantas de 
C. sinensis se ve alterado por la infección con CPsV (Reyes et al., 2016). Así mismo, se ha 
determinado por ensayos de co-inmunoprecipitación que la proteína 24K se encuentra en 
asociación con el pre-miR156a y pre-miR171a, lo que sugiere que la alteración del 
procesamiento de ambos precursores podría deberse a la interacción directa o indirecta con la 
proteína 24K (Reyes et al., 2016). Debido a que los D-bodies son regiones específicas del 
núcleo donde los pre-miRNAs son procesados por DCL1, la posible localización de 24K en D-
bodies sería consistente con estos resultados.  
La localización en nucléolo y CBs también ha sido relacionada con la actividad de movimiento a 
larga distancia, como ocurre con la proteína ORF3 del umbravirus GRV (Canetta et al., 2008; 
Kim et al., 2007a), y las proteínas TGB1 del pomovirus PMTV y del hordeivirus PSLV (Makarov 
et al., 2016; Semashko et al., 2012). En la proteína ORF3 de GRV, las mutaciones que 
bloquean su localización nucleolar (o exportación nuclear) dificultan el ensamblaje de partículas 
de ribonucleoproteínas virales citoplasmáticas y su movimiento a larga distancia, un proceso en 
el que también está implicada la proteína nucleolar fibrilarina (Canetta et al., 2008; Kim et al., 
2007a). La proteína p2 del tenuivirus RSV también interacciona con la fibrilarina y se localiza 
en nucléolo, siendo ambas características necesarias para el movimiento sistémico del virus 
(Zheng et al., 2015). Por el contrario, la proteína VPg de PVA, que tiene actividad supresora 
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dependiente de su localización en nucléolo y CBs, también interacciona con la fibrilarina, pero 
no afecta su movimiento a larga distancia (Rajamaki and Valkonen, 2009), lo que sugiere un 
papel diferente de la fibrilarina en las infecciones por GVR y PVA (Taliansky et al., 2010). Por lo 
tanto, es posible que la proteína 24K interaccione con fibrilarina en el nucléolo y que tal 
interacción esté involucrada en la supresión y/o en alguna etapa del mecanismo de movimiento 
a larga distancia de CPsV. Un resultado de este estudio, que apoya la hipótesis de que la 
proteína 24K interviene en el movimiento viral, es su localización en microtúbulos, la cual está 
asociada con este mecanismo, como ocurre con la proteína de movimiento de TMV (Niehl et 
al., 2013) y la proteína TGB1 de PMTV (Wright et al., 2010).  
Por lo tanto, englobando todos los resultados de la proteína 24K, y en base a la bibliografía, 
podemos especular que su localización en nucléolo y agregados en nucleoplasma podría estar 
vinculada con su actividad supresora, con su papel en la alteración del procesamiento de miRs 
y con un posible rol en el mecanismo de movimiento viral a larga distancia. 
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PERSPECTIVAS 
Debido a que las actividades supresoras de las proteínas 24K y 54K de CPsV no son fuertes, 
los ensayos de silenciamiento local y sistémico no son de fácil interpretación. Sin embargo, 
para avanzar con esta caracterización se deberá utilizar esa metodología, al menos en 
principio, para ensayar tal actividad en los mutantes generados. Así mismo, sería necesario 
ensayar estos mutantes en su capacidad para unir dsRNAs in vitro. En conjunto, esto nos 
permitirá delimitar los dominios funcionales de la proteína que están relacionados con su 
actividad supresora.  
Lograr determinar la naturaleza de los agregados en nucleoplasma también es otra 
característica importante de la proteína 24K. Para eso, es necesario contar con un marcador de 
D-bodies, que no ha sido utilizado hasta ahora, para corroborar las sospechas mencionadas. 
Existen diversas proteínas virales que interaccionan con la proteína nucleolar mayoritaria, la 
fibrilarina. Tal interacción se ha reportado estar involucrada en el mecanismo de movimiento 
viral a larga distancia (Canetta et al., 2008; Kim et al., 2007a; Zheng et al., 2015), como en el 
mecanismo de supresión del silenciamiento de RNA (Rajamaki and Valkonen, 2009). Por lo 
tanto, resulta de sumo interés estudiar la posible interacción de la proteína 24K con fibrilarina in 
vivo e in vitro. Para esto, contamos con las construcciones de fibrilarina para ensayar tal 
interacción in vivo por BiFC. Faltaría generar las construcciones correspondientes de la 
proteína 24K. Ya que contamos con la proteína fibrilarina fusionada tanto a GFP como a RFP, 
la interacción in vitro podría ser ensayada por ensayos de coinmunoprecipitación usados en 
nuestro laboratorio (GFP-Trap, RFP-Trap). De lograr confirmar la interacción entre fibrilarina y 
24K, podríamos analizar el desarrollo de la infección por CPsV en plantas de N. occidentalis 
silenciadas en fibrilarina. Esto nos permitiría vincular la dependencia del movimiento a larga 
distancia con la presencia de la fibrilarina. Así mismo, llevar a cabo ensayos de supresión del 
silenciamiento en las plantas silenciadas, nos permitiría identificar la funcionalidad de tal 
interacción en el mecanismo de supresión. 
Por otro lado, debe tenerse en cuenta que los experimentos de localización informados aquí, se 
llevaron a cabo fuera del contexto de la infección viral, por lo que se necesitan más 
experimentos que demuestren la dinámica de la localización de la proteína 24K en el proceso 
de infección por CPsV. Esto podría llevarse a cabo optimizando los ensayos de expresión 
transitoria mediada por agroinfiltración en plantas de N. occidentalis, donde el virus CPsV es 
capaz de infectar de manera sistémica y sintomática. 
Para analizar el posible rol de la proteína 24K en el mecanismo de movimiento a larga distancia 
de CPsV se propone realizar quimeras virales entre CPsV y virus positivos como TMV, CMV y 
AMV, donde se reemplacen sus factores de movimiento a larga distancia por distintas 
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combinaciones de las proteínas de CPsV, entre las que estará la proteína 24K. Luego se 
ensayará la capacidad de estos virus híbridos de moverse sistémicamente por floema en 
hospedantes herbáceos como N. benthamiana y N. occidentalis (ver capítulo 4). 
 
CAPITULO  4
Estudio del movimiento viral a 
larga distancia de CPsV
´
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INTRODUCCIÓN 
1. Transporte viral por el floema 
El transporte de los virus por el floema de las plantas es un paso esencial para el 
establecimiento de la infección sistémica. Este proceso se denomina transporte sistémico, o 
movimiento a larga distancia.  
La infección sistémica del hospedante garantiza la accesibilidad del virus en toda la planta para 
su posterior transmisión por sus vectores naturales. Así mismo, para la supervivencia del virus 
es necesario que se acumule en una cantidad elevada en toda la planta, para facilitar su 
transmisión de una planta a otra, cualquiera que sea el modo de propagación: por semillas, por 
injertos, por heridas mecánicas o vectores.   
 
Figura 51. Esquema del transporte viral. Luego de la entrada del virus a las células epidérmicas o del mesófilo, los viriones se 
desensamblan y comienza la replicación y traducción del genoma viral. Las proteínas virales junto con el genoma viral y proteínas 
celulares, forman los complejos de transporte (viriones o complejos de vRNPs) que se mueven célula a célula a través de los PDs 
por los diferentes tejidos hasta alcanzar los elementos cribosos donde son descargados para iniciar el movimiento a larga 
distancia y finalmente llegar a los tejidos sistémicos donde iniciar nuevos sitios de infección.  
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Mientras que el movimiento local implica solamente células epidérmicas y del mesófilo, el 
movimiento sistémico depende de la capacidad del virus para moverse a través de varios tipos 
de células diferentes. Si bien se ha observado el transporte de virus a través del xilema, se 
conoce más acerca del transporte de los virus por tejido floemático (Wan et al., 2015). En la 
Figura 51 se indica un esquema del recorrido que toma un virus cuando se mueve desde las 
células epiteliales o del mesófilo, hasta alcanzar los elementos cribosos (SE). Para llegar a los 
SE, el virus debe moverse desde las células del mesófilo a las de la vaina del haz (BS), y 
desde éstas a las células del parénquima vascular (VP) y las células acompañantes (CC) 
desde donde el virus es cargado en los SE. Una vez en los SE, el virus es transportado 
pasivamente con el flujo de fotoasimilados desde los tejidos fuente a los tejidos sumidero 
distantes donde puede iniciar nuevos sitios de infección y diseminarse eficientemente a través 
de toda la planta. Las interfaces celulares entre la vaina del haz y las células del parénquima 
vascular y entre el parénquima vascular y las células acompañantes, constituyen el principal 
obstáculo que bloquea la entrada del virus en los elementos cribosos y evita el movimiento viral 
a larga distancia (Ding et al., 1998; Rajamaki and Valkonen, 2002; Thompson and Garcia-
Arenal, 1998). Los mecanismos moleculares que rigen el movimiento a larga distancia de los 
virus están lejos de ser comprendidos. Mientras que la mayoría de los virus parecen moverse 
sistémicamente como partículas virales, algunos virus son transportados por los SE como 
complejos ribonucleoproteicos virales (vRNP). 
Dado que los virus se mueven en el floema con el flujo de fotoasimilados, la infección se 
extiende primero a los tejidos que son fisiológicamente sumidero de fotoasimilados. Por lo 
tanto, a medida que las hojas maduran y experimentan la transición de sumidero a fuente, hay 
una disminución progresiva en la cantidad de fotoasimilados y de virus que entran en la lámina. 
Esta transición en el desarrollo de los tejidos fotosintéticos hace que durante la fase temprana 
de la infección, sólo se observe una invasión parcial de las hojas maduras, restringiéndose a la 
región proximal, la cual cuando llegó el virus todavía no había pasado a ser fuente. Todas las 
hojas jóvenes posteriores se infectan durante la etapa temprana del desarrollo y muestran una 
infección completa (Figura 52). Además de los cambios en el transporte de fotoasimilados, la 
transición de sumidero a fuente puede imponer barreras adicionales para el movimiento del 
virus debido a la diferenciación estructural y funcional de los PDs. Mientras que los PDs en los 
tejidos sumidero tienen una estructura primaria simple y un SEL bastante grande que permite la 
difusión libre de macromoléculas tales como GFP, los PDs en los tejidos fuente tiene una 
estructura secundaria ramificada compleja, y un SEL mucho más restringido (Oparka et al., 
1999). 
Los mecanismos de movimiento viral célula a célula están cada vez más documentados, pero 
se sabe mucho menos sobre los mecanismos involucrados en el transporte viral en el sistema 
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vascular. Esta falta de conocimiento proviene principalmente por la localización física del 
floema en los órganos de la planta, que lo hace difícil de estudiar. La recolección de savia para 
identificar los factores del floema que colaboran con los virus en su transporte, puede ser 
desafiante o incluso imposible dependiendo del hospedante. Además, como la eficiencia del 
movimiento célula a célula influye en el transporte a larga distancia, estos dos procesos 
íntimamente conectados son a veces difíciles de separar. Como consecuencia de esto, la 
identificación de los factores virales y celulares que son específicamente requeridos para el 
transporte viral a larga distancia representa un gran desafío. 
 
Figura 52. Propagación de la infección por 
TMV en plantas de N. benthamiana. Se utilizó 
un derivado de TMV que expresa GFP bajo el 
control del promotor subgenómico de la CP. La 
hoja inoculada se señala con una flecha blanca. 
El virus se propaga radialmente en la epidermis y 
el mesófilo de la hoja inoculada, y finalmente 
llega a la vasculatura. En el floema vascular, el 
virus es transportado a hojas superiores no 
inoculadas (marcadas con puntas de flechas), 
donde continúa la propagación célula a célula de 
manera radial. La punta de flecha blanca señala 
una hoja nueva (sumidero) donde ocurre 
infección completa, y la punta amarilla una hoja 
madura donde sólo se infectó la base (proximal). 
Fotografía tomada en nuestro laboratorio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.1. Complejos virales de transporte sistémico 
Conocer la naturaleza de los complejos virales de transporte por floema es fundamental para 
comprender mejor los mecanismos por los cuales los virus invaden sistémicamente a sus 
hospedantes. Se han descripto dos formas en las cuales el virus se transporta por floema: (1) 
en forma de viriones, donde el genoma viral está protegido por una cubierta formada por varias 
unidades de la CP, y (2) en forma de complejos de RNPs, en los que el genoma viral está 
asociado con proteínas virales y/o celulares (Anexo 1, (Hipper et al., 2013)). Sin embargo, 
existen casos en los cuales los virus pueden moverse simultáneamente en ambas formas, 
como ocurre con el pomo virus PMTV (McGeachy and Barker, 2000; Savenkov et al., 2003; 
Torrance et al., 2009; Torrance et al., 2011; Wright et al., 2010) y el bromo virus BMV (Gopinath 
and Kao, 2007). Además, la forma viral que circula en la vasculatura puede depender de la 
planta hospedante y del grado de adaptación del virus al hospedante. Por ejemplo, el 
begomovirus Bean golden mosaic virus (BGMV) se mueve en N. benthamiana y en su 
Capítulo 4 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
152 
hospedante natural, Phaseolus vulgaris, de una manera dependiente de su CP, muy 
probablemente en forma de virión, pero también puede ser transportado en P. vulgaris como 
complejos de RNPs independientes de la CP, aunque de manera menos eficiente (Jeffrey et 
al., 1996; Pooma et al., 1996). Un proceso similar se observó con TGMV (género Begomovirus) 
(Pooma et al., 1996) y con TRV (género Tobravirus) (Macfarlane, 2010; Swanson et al., 2002).  
Se considera que la encapsidación viral es necesaria para proteger los genomas de los virus a 
RNA para asegurar su integridad en el transporte a través del floema, aunque hasta el 
momento no se ha encontrado actividad de RNasa en este compartimiento (Doering-Saad et 
al., 2002; Sasaki et al., 1998). Sin embargo, se ha reportado la presencia de actividad 3’5’ 
exoribonucleasa en el floema de varias especies y se identificó un proteasoma 26S funcional 
en exudados de savia de calabaza (Lin et al., 2009) y aminopeptidasas y proteasas en savia de 
calabaza y A. thaliana (Lin et al., 2009), lo que explica la necesidad de los virus de desarrollar 
estrategias, como el reclutamiento de factores celulares, para proteger sus viriones o complejos 
de RNPs de estas enzimas proteolíticas.  
Los proteosomas también están implicados en el movimiento sistémico viral. Jin et al. (2006) 
identificaron usando VIGS una subunidad del proteasoma 26S, RPN9, necesaria para el 
transporte sistémico viral. El silenciamiento de RPN9 en N. benthamiana inhibió la diseminación 
sistémica de TMV y TuMV, probablemente como resultado del desarrollo alterado de la 
vasculatura. RPN9 podría funcionar regulando el transporte de auxinas y la señalización de 
brasinoesteroides que es crítica para el desarrollo vascular (Jin et al., 2006) 
Aunque la identificación de los factores del hospedante que facilitan el movimiento sistémico 
viral es crítica para comprender los mecanismos de la infección viral, es igualmente importante 
conocer a fondo los reguladores negativos del movimiento. En general, los sistemas de 
defensa del hospedante juegan un papel en la restricción del movimiento sistémico. Los 
ejemplos incluyen mecanismos de defensa por el silenciamiento génico (Cao et al., 2010), el 
ácido salicílico (Alamillo et al., 2006) y el etileno (Love et al., 2007). Las proteínas de 
Arabidopsis RTM1 (Restricted TEV Movement 1) y RTM2 funcionan dentro del floema para 
restringir el movimiento a larga distancia viral (Chisholm et al., 2000; Chisholm et al., 2001; 
Mahajan et al., 1998; Whitham et al., 2000).  
 
1.1.1. La CP en el movimiento a larga distancia 
La CP es el factor viral que se encuentra más comúnmente involucrado en el movimiento a 
larga distancia de los virus de plantas. En general, la CP suele estar asociada con la necesidad 
de producir partículas virales, pero también puede ser requerida para formar complejos de 
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RNPs. Sin embargo, se ha reportado que los dominios de la CP requeridos para la 
encapsidación viral son diferentes de los involucrados en el movimiento a larga distancia. En 
los potyvirus, por ejemplo, los dominios N- y C-terminal de la CP no son necesarios para la 
encapsidación del genoma viral, pero son esenciales para el movimiento a larga distancia del 
virus (Dolja et al., 1995; Dolja et al., 1994). 
En cuanto a la necesidad del ensamblaje del virus en el movimiento a larga distancia, se ha 
demostrado en dos virus de la familia Tombusviridae, Turnip crinkle virus (TCV) (Cao et al., 
2010), y TBSV (Qu and Morris, 2002), que si bien las partículas no son requeridas para la carga 
del virus en los tejidos vasculares, son esenciales para su salida eficiente del floema. Esto 
demuestra que la entrada y la salida de los genomas virales hacia y desde los SE pueden ser 
controladas por mecanismos moleculares diferentes.  
Algunos virus, sin embargo, no necesitan de la CP para moverse sistémicamente, como es el 
caso de Tomato leaf curl virus (ToLCV, Begomovirus) (Padidam et al., 1995, 1996) y TBSV, 
(Desvoyes and Scholthof, 2002; Qu and Morris, 2002; Scholthof et al., 1993).  
 
1.1.2. La MP en el movimiento a larga distancia 
Algunos virus como los geminivirus CMV y Red clover necrotic mosaic virus (RCNMV, 
Dianthovirus), se valen de la MP para el movimiento a larga distancia (Ueki and Citovsky, 2007; 
Waigmann et al., 2004a). Al igual que ocurre con la CP, los dominios de la MP involucrados en 
el transporte a larga distancia son independientes de los implicados en el movimiento célula a 
célula. Por ejemplo, el dominio C-terminal de la proteína NSm (MP) de TSWV, es esencial para 
el movimiento sistémico, pero no es requerido para el transporte célula a célula (Lewandowski 
and Adkins, 2005; Li et al., 2009). Una situación similar ocurre con BMV, donde el dominio C-
terminal de su MP no es esencial para el movimiento célula a célula, pero es requerido para el 
transporte a larga distancia (Takeda et al., 2004). 
 
1.1.3. Supresoras virales en el movimiento sistémico 
El silenciamiento de RNA es uno de los mecanismos de defensa antiviral de la planta, que 
funciona a través de una señal de silenciamiento capaz de propagarse a través de los PDs 
desde la célula inicial, donde se disparó el silenciamiento, a las células adyacentes, y a larga 
distancia por la vasculatura de la planta (Kalantidis et al., 2008). Esta señal de silenciamiento 
viaja por delante del frente de infección, inmunizando los tejidos receptores y previniendo la 
diseminación sistémica del virus hacia las hojas superiores no infectadas (Ding and Voinnet, 
2007; Schwach et al., 2005). Como se mencionó en el capítulo 3, para contrarrestar esta 
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defensa del hospedante, los virus codifican VRS que interfieren con varios procesos de la vía 
de silenciamiento (Burgyan and Havelda, 2011). Muchas VRS eran previamente conocidas 
como factores de virulencia capaces de intensificar los síntomas o promover la infección 
sistémica (Diaz-Pendon and Ding, 2008). Por ejemplo, la proteína supresora P19 de TBSV es 
esencial para la diseminación a larga distancia en plantas de espinaca y pimiento, mientras que 
no es requerida para la infección sistémica de N. benthamiana ni de N. clevelandii. Esto sugiere 
que el rol de P19 en el movimiento sistémico es dependiente del hospedante (Scholthof et al., 
1995). La proteína P19 de Cymbidium ringspot virus (CymRSV, Tombusvirus) promueve la 
salida del virus desde los tejidos vasculares a las células circundantes, favoreciendo así la 
infección de las hojas superiores (Havelda et al., 2003). Un caso similar está representado por 
la proteína 2b codificada por CMV, la cual potencia la diseminación sistémica del virus de 
manera dependiente del hospedante. Un aislamiento de CMV que carece del ORF 2b (CMV 
Δ2b) no es capaz de infectar sistemáticamente plantas de pepino (Ding et al., 1995). Sin 
embargo, en plantas de tabaco, el mismo virus fue capaz de propagarse sistemáticamente a 
las hojas superiores. Estudios adicionales mostraron que la proteína 2b es capaz de impedir la 
propagación sistémica de la señal de silenciamiento (Brigneti et al., 1998; Guo and Ding, 2002), 
facilitando la infección de las partes distales de la planta. Por último, la deleción del gen 
codificante de la VRS de BSMV (género Hordeivirus) causa el bloqueo del transporte sistémico 
viral en N. benthamiana que puede complementarse con la proteína supresora HC-Pro de los 
potyvirus expresada transgénicamente (Yelina et al., 2002). 
 
1.2. Casos particulares 
Los miembros del género Umbravirus representan una situación especial porque no codifican 
para una CP, pero sin embargo se acumulan y se propagan sistemáticamente de manera muy 
eficiente dentro de plantas infectadas (Taliansky and Robinson, 2003). El análisis genético de 
GRV y otro umbravirus, Pea enation mosaic virus-2, mostró que las proteínas codificadas por el 
ORF3 de estos virus son esenciales para el movimiento a larga distancia y pueden sustituir 
funcionalmente a la CP de TMV para el movimiento a larga distancia (Ryabov et al., 1999a; 
Ryabov et al., 2001). Estudios de localización mostraron que la proteína ORF3 de GRV se 
acumula en gránulos citoplasmáticos de partículas filamentosas de RNP que contienen RNA 
viral y la proteína ORF3 (Taliansky et al., 2003). Estos gránulos se detectaron en todos los tipos 
de células y fueron abundantes en las células asociadas al floema. Se sugirió que estas 
partículas de RNP sirven para proteger el RNA viral, y pueden ser la forma en la que el virus se 
mueve a través del floema. Como bien se mencionó en el capítulo anterior, además de los 
gránulos citoplasmáticos, la proteína ORF3 también se encontró en núcleo, dirigiéndose 
preferentemente al nucléolo (Ryabov et al., 2004; Ryabov et al., 1998). El análisis funcional de 
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los mutantes de la proteína ORF3 reveló una correlación directa entre la localización nucleolar 
de la proteína ORF3 y su capacidad para formar las partículas RNP citoplasmáticas y 
transportarse a larga distancias.  
Otra situación particular es representada por los luteovirus, que están restringidos a las células 
del floema, como Potato leaf roll virus (PLRV). Debido a que el movimiento en los tejidos del 
parénquima es limitado, la diseminación sistémica depende casi exclusivamente del 
movimiento a larga distancia a través del floema. Estos virus se replican en las células del 
parénquima vascular y en las células acompañantes y codifican proteínas de movimiento que 
facilitan el transporte célula a célula entre estas células y los SE, sin embargo no facilitan el 
movimiento del virus entre las células de mesófilo (Savenkov and Valkonen, 2001; Taliansky et 
al., 2003). Resulta interesante que la proteína MP de 17kDa de PLRV tenga propiedades muy 
similares a la MP 30K de TMV, por ejemplo, unión a ssRNA, dimerización, fosforilación por una 
quinasa unida a membrana, localización en plasmodesmos tanto en plantas infectadas con 
virus, como en transgénicas que expresan la 17K, y la capacidad de aumentar el SEL de los 
PDs (Schmitz et al., 1997; Sokolova et al., 1997; Tacke et al., 1991; Tacke et al., 1993). La 
acumulación exclusiva en las células del floema puede promover la transmisión del virus por los 
vectores que adquieren viriones cuando se alimentan del floema. Además, la replicación de los 
luteovirus en las células del floema induce trastornos fisiológicos que son atractivos para el 
vector, como la alteración del contenido de aminoácidos y de azúcar de la savia del floema. 
Cabe señalar que PLRV también puede utilizar otra estrategia para el movimiento por el floema 
que es independiente de la MP, donde la CP y su producto de readthrough (la proteína RT), 
están involucrados en la propagación sistémica del virus (Taliansky et al., 2003). 
 
2. Estudio del movimiento a larga distancia en virus a RNA negativos  
Debido a la dificultad para generar clones infectivos de virus a RNA negativo, se han planteado 
y aplicado varias estrategias para el estudio de la función de sus genes. Por ejemplo, en el 
caso del transporte sistémico de RSV, un virus multipartito de polaridad negativa, los autores 
usaron una estrategia basada en VIGS (virus induced gene silencing). Para esto, indujeron el 
silenciamiento de la proteína viral p2 (gen NS2) en plantas de N. benthamiana usando un 
sistema de VIGS basado en TRV (Kim et al., 2007a). Doce días posteriores a la infección con 
TRV-NS2, las plantas se inocularon con RSV en las hojas superiores, encontrando que a los 
40dpi, las hojas sistémicas no desarrollaban síntomas característicos de RSV, ni se detectó el 
virus por RT-PCR. Sin embargo, RSV se acumuló en las hojas inoculadas, donde se determinó 
por qRT-PCR una reducción del 55% de expresión del gen NS2 con respecto a las plantas 
control tratadas con TRV vacío. Esto les permitió concluir que la proteína p2 estaría cumpliendo 
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algún rol en el transporte sistémico de RSV (Zheng et al., 2015). En el mismo trabajo, 
determinaron que p2 se localiza en nucléolo e interacción con fibrilarina, y que el silenciamiento 
de fibrilarina impide el movimiento de RSV en N. benthamiana y modifica el patrón de 
localización nucleolar de p2. 
Actualmente el estudio del transporte sistémico se realiza de manera indirecta, probando la 
capacidad de sus proteínas aisladas de soportar el movimiento a larga distancia de variantes 
de virus positivos como TMV, AMV y CMV que son defectivos en el transporte sistémico. Esta 
estrategia consiste en generar híbridos de estos virus con genoma positivo y el virus negativo a 
estudiar, reemplazando la proteína encargada de facilitar el movimiento sistémico del virus-
vector por la/las proteínas del virus negativo. El factor de movimiento viral a larga distancia de 
TSWV, la proteína NSm, se determinó de esta manera. En ese caso, el ORF de la NSm se 
clonó en reemplazo del gen de la MP de un vector viral TMV∆CP (la CP de TMV es esencial 
para el movimiento sistémico de TMV) y se estudió su capacidad de soportar el movimiento 
sistémico de TMV, encontrándose que este híbrido es capaz de moverse desde las hojas 
inoculadas a las superiores, además de inducir síntomas (Lewandowski and Adkins, 2005). 
Este tipo de híbrido también se ha ensayado con virus a RNA positivos para los cuales no 
estaba desarrollado un clon infectivo, por ejemplo GRV. En ese caso se reemplazó la CP de 
TMV por el ORF3 de GRV, encontrándose que el virus híbrido fue capaz de diseminarse 
sistémicamente aún en ausencia de su CP, por lo que la proteína ORF3 puede reemplazar 
funcionalmente a la CP, facilitando el movimiento sistémico del RNA viral de TMV de manera 
no encapsidada (Ryabov et al., 1999b). Un híbrido similar se realizó entre AMV y TMV, donde 
el reemplazo de la CP de TMV por la CP de AMV produjo virus híbridos capaces de infectar 
sistémicamente plantas de N. benthamiana, N. tabacum MD609 y Spinacea oleracea (Spitsin et 
al., 1999). 
 
3. Cucumber mosaic virus (CMV) como modelo para el estudio del movimiento viral  
Cucumber mosaic virus (CMV) es un virus tripartito icosaédrico, que posee el rango de 
huéspedes más amplio entre los virus de plantas conocidos hasta el momento. Además de su 
capacidad de infectar una gran cantidad de especies de plantas diferentes, su acumulación en 
sus hospedantes, la capacidad de realizar transmisiones mecánicas, y principalmente, la 
disponibilidad de cDNAs infectivos para estudios de genética reversa, lo convierten en uno de 
los modelos más convenientes para la investigación en plantas.  
En la Figura 53 se muestra un esquema de la organización genómica de CMV. Se ha 
demostrado que casi todas las proteínas virales de CMV afectan tanto el movimiento célula a 
célula como el transporte sistémico, no obstante, se considera que la proteína 3a es la MP 
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principal (Canto et al., 1997; Jacquemond, 2012; Kaplan et al., 1995; Nagano et al., 1997), ya 
que posee las principales características de una MP. La MPCMV (proteína 3a) pertenece a la 
superfamilia 30K de MPs virales (ver Capítulo1) y junto con el RNA viral pueden formar 
complejos de RNPs (Andreev et al., 2004; Kim et al., 2004). La MPCMV también tiene la 
capacidad de generar estructuras tubulares en la superficie de protoplastos de N. benthamiana 
y N. tabacum (Canto and Palukaitis, 1999a), sin embargo, tales túbulos no se observan en 
células de Nicotiana clevelandii infectadas por CMV (Blackman et al., 1998). Además, una 
versión mutante de 3a incapaz de formar túbulos, aún puede dirigir el movimiento tanto local 
como sistémico de CMV en varios hospedantes (Canto and Palukaitis, 1999a; Li et al., 2001). 
Estos resultados sugieren que estas estructuras tubulares no serían requeridas para el 
movimiento per se pero podrían ser necesarias para el movimiento entre algunos tejidos/células 
en particular, y/o en ciertos hospedantes (Guiu-Aragones et al., 2016; Palukaitis and Garcia-
Arenal, 2003).  
 
 
Figura 53. Organización genómica de Cucumber mosaic virus (CMV). Genoma segmentado, compuesto de tres RNAs lineales: 
RNA1, RNA2 y RNA3. El RNA1 y RNA2 codifican las proteínas 1a y 2a, respectivamente, ambas involucradas en la replicación 
del genoma y en la transcripción del sgRNA4 a partir de la copia negativa del RNA3. El RNA3 y el sgRNA4 codifican para la 
proteína de movimiento y para la proteína de cubierta, respectivamente. El ORF2 codifica para la proteína supresora 2b. Los 
cuadrados representan los ORFs. Se indica la longitud de cada segmento de RNA. 
 
Hay varias evidencias que indican que el virus se mueve a través de los PDs en forma de 
complejo de RNPs y que tanto la proteína 3a como la 3b (CP) serían requeridas (Boccard and 
Baulcombe, 1993; Canto et al., 1997; Suzuki et al., 1991). Sin embargo, otros estudios han 
demostrado que la CP no sería necesaria (Ding et al., 1995; Nguyen et al., 1996). Por lo tanto, 
en diferentes ensayos se han indicado diferentes requisitos para el movimiento de CMV, sin 
demostrar de manera concluyente cómo la proteína de la cápside participa en el movimiento 
célula a célula. Aún así, se ha propuesto un modelo en el que se piensa que el papel de la 
proteína 3b sería inducir un cambio conformacional en la proteína 3a, dando como resultado un 
cambio funcional de la misma (Ryabov et al., 1999a). 
En cuanto al movimiento a larga distancia de CMV, se cree que se mueve por la vasculatura en 
forma de partículas virales (Requena et al., 2006). Sin embargo, no se han observado viriones 
Capítulo 4 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
158 
dentro de los PDs (Ding et al., 1995), ni siquiera entre las células acompañantes y los 
elementos cribosos (Blackman et al., 1998). Diferentes estudios muestran que todas las 
proteínas virales de CMV pueden tener efectos sobre el movimiento a larga distancia, aunque 
las proteínas CP, MP y 2b parecen ser los principales actores. Hay varias evidencia de indican 
que la MPCMV también está involucrada en el movimiento a larga distancia, ya que mutantes de 
MPCMV en los que se suprime la región C-terminal no nos capaces de invadir sistemáticamente 
las plantas de tabaco (Kim et al., 2004).  
Debido a que ni la traducción ni la replicación ocurren en los elementos cribosos maduros, se 
ha propuesto que el RNA y la CP tendrían que ser transportados (por la proteína 3a) a los 
elementos cribosos y ensamblados allí en partículas virales (Blackman et al., 1998). Estas 
partículas serían entonces transportadas a través del sistema vascular. Deleciones próximas al 
extremo N-terminal de la secuencia de la CP provocan un efecto negativo sobre el movimiento 
del virus, que es independiente de los efectos producidos en la encapsidación (Kaplan et al., 
1998; Schmitz and Rao, 1998). Estos datos indican que la CP libre, es decir, no formando parte 
de las partículas virales, es esencial para el movimiento a larga distancia y confirma los 
resultados que indican que la formación de las partículas virales no es necesaria para el 
movimiento célula a célula en algunos hospedantes. 
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HIPÓTESIS 
- El transporte a larga distancia de CPsV está regulado por la actividad de su MP. 
 
OBJETIVOS 
Hasta el momento no hay estudios relacionados con el movimiento sistémico de los ophiovirus, 
por lo tanto, nos propusimos avanzar en este conocimiento. Sabiendo que la MP de CPsV es el 
factor viral de movimiento célula a célula, y sabiendo que el paso por el núcleo de MPophiovirus 
podría ser un paso importante para el movimiento eficiente a larga distancia, nos propusimos 
analizar si la proteína MPCPsV está involucrada en el transporte sistémico de CPsV, mediante el 
uso de vectores virales. Para esto, nos planteamos los siguientes objetivos: 
1. Generar híbridos de virus con genoma positivo que expresen la proteína MP de CPsV 
en reemplazo del factor de movimiento sistémico. 
2. Analizar la capacidad de estos híbridos de soportar el movimiento sistémico en 
hospedantes herbáceos.  
3. Analizar la capacidad de movimiento a larga distancia de TMV∆CP y CMV∆MP en 
líneas transgénicas de N. benthamiana que expresan las proteínas CP y MP de CPsV 
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RESULTADOS 
 
1. Estudio del movimiento sistémico de un virus híbrido CMV-CPsV 
Como estrategia para estudiar el rol de la proteína MPCPsV en el transporte sistémico, se empleó 
un el vector viral basado en CMV. En este vector, se reemplazó el ORF de su MPCMV (factor de 
movimiento a larga distancia de CMV) por el ORF de la MPCPsV.  
 
1.1. Estudio de la capacidad de MPCPsV de transcomplementar el movimiento célula a 
célula de un vector viral CMV∆MP  
Como paso previo a la generación del híbrido CMV-CPsV, fue necesario asegurarse que la MP 
de CPsV sea capaz de transcomplementar el movimiento célula a célula del mismo vector viral 
CMV defectivo en este movimiento, ya que si no posee esa capacidad, tampoco podrá mover el 
virus a otras partes de la planta. Para esto, se agroinfiltraron hojas de N. benthamiana con 
cultivos de Agrobacterium que portaban las construcciones para la expresión de: RNA1 y RNA2 
de CMV más la MPCPsV:mRFP, o mas mRFP libre (control negativo), o más la MPCMV (control 
positivo), en conjunto con cultivos diluidos de Agrobacterium conteniendo una versión del 
RNA3 de CMV donde se reemplazó la MP por erGFP (RNA3∆MP::erGFP) (Figura 54) (Shen et 
al., 2014).  
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Figura 54. A) Representación esquemática de las construcciones utilizadas en el ensayo de transcomplementación del 
movimiento célula a célula de CMV. Los cDNAs completos del RNA1 y RNA2 genómico de CMV se encuentran clonados 
bajo el promotor 2×35S en el vector binario pCB301. En la construcción pRNA3∆MP::erGFP, se clonó el cDNA del RNA3 
genómico y se reemplazó la MP por erGFP para generar el reportero, deficiente en movimiento. RZ=Ribozima, LB y 
RB=borde izquierdo y borde derecho del T-DNA en el vector binario, respectivamente. NOS=terminador NOS. Las proteínas 
1a y 2a forman el complejo de replicasa. La proteína 2b es supresora del silenciamiento de RNA. MP y CP representan, 
respectivamente, la proteína de movimiento y la proteína de cubierta. Para la sobreexpresión ectópica de la MP de CMV 
(usada como control positivo) se utilizó el vector binario pCXSN-MPCMV. Para la expresión ectópica de la MP de CPsV se 
usó el vector pB7-MPCPsV:mRFP (Robles Luna et al., 2013). T35S=terminador 35S de CaMV B) Esquema experimental del 
ensayo de transcomplementación del movimiento viral célula a célula de CMV. 
 
Luego de 2dpai, se analizó por microscopía de fluorescencia la aparición de focos de expresión 
de GFP. Se encontró que en las hojas que co-expresaban la mRFP libre se generaron focos 
puntuales de fluorescencia que corresponden a una única célula (Figura 55, panel A), mientras 
que en las hojas que co-expresaban la MPCPsV:mRFP se generaron focos de GFP de mayor 
diámetro, es decir, de varias células, similares a los formados durante la co-expresión de la 
MPCMV (Figura 55, panel B). Estos resultados indican que la expresión ectópica de MPCPsV 
complementa eficientemente el movimiento intercelular de CMV∆MP, por lo que puede ser 
utilizado como vector para estudiar el movimiento sistémico. 
 
Capítulo 4 
 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
163 
 
Figura 55. Ensayo de transcomplementación del movimiento célula a 
célula de CMV∆MP. Imágenes representativas del tamaño de los focos 
de expresión de RNA3∆MP::erGFP de hojas expresando RNA1, RNA2 y 
RNA3∆MP::erGFP junto con (A) mRFP (control negativo) o (B) 
MPCPsV:mRFP. Las imágenes se tomaron con microscopio confocal a 2 
dpai. Escala=100μm.  
 
1.2. Generación de un virus híbrido CMV-CPsV para el estudio del movimiento a larga 
distancia 
Se analizó si la MP de CPsV reemplaza funcionalmente a la MP de CMV en el transporte 
sistémico del vector CMV∆MP defectivo en movimiento a larga distancia. Para esto, el primer 
paso fue obtener un virus híbrido CMV-CPsV, para lo cual se generó una quimera del RNA3 de 
CMV utilizando como base el plásmido pCB301-CMVRNA3 (Shen et al., 2014) donde se 
reemplazó el gen de la MP de CMV por el ORF de la MP de CPsV (Figura 56). De esta forma 
se obtuvo la quimera RNA3∆MP::MPCPsV que se utilizó en los ensayos que se describirán en el 
siguiente punto.  
 
 
Figura 56. Representación esquemática de la quimera viral RNA3∆MP::MPCPsV utilizada en 
los ensayos de movimiento a larga distancia.  
 
1.3. Análisis del transporte sistémico del virus híbrido CMV-CPsV en plantas de N. 
benthamiana y N. occidentalis wt 
Para estudiar el transporte sistémico del virus híbrido CMV-CPsV se utilizaron plantas de N. 
benthamiana y N. occidentalis wt. Estas dos especies varían en la susceptibilidad frente a 
CPsV; N. benthamiana es hospedante local y asintomático de CPsV, mientras que N. 
occidentalis es sistémico y sintomático (Figura 57). Debido a que CPsV sería capaz de 
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moverse por floema en N. occidentalis, mientras que queda restringido al sitio de infección 
inicial en N. benthamiana, esperamos encontrar diferencias en la capacidad de la MP de 
complementar a CMV en ambos hospedantes. Los síntomas de infección por CMV en N. 
occidentalis se presentan como deformaciones de hojas e inflorescencias nuevas, disminución 
del crecimiento de inflorescencias y necrosis de las hojas maduras (Figura 57, panel B). En N. 
benthamiana se observan mosaicos y acartuchamiento de hojas jóvenes, y disminución del 
crecimiento general de la planta (Figura 57, panel E). La infección de N. occidentalis por CPsV 
muestra síntomas de clorosis y necrosis de hojas e inflorescencias y deformaciones foliares 
(Figura 57, panel C). 
 
Figura 57. Plantas de N. occidentalis mock inoculadas (A), infectadas con el aislamiento CPV-4 de CPsV (B), e infectadas con 
CMV (C). Plantas de N. benthamiana mock inoculadas (D) e infectadas con CMV (E). Las plantas de N. benthamiana 
infectadas con CPsV son indistinguibles de las plantas inoculadas con buffer (no se muestran). Las flechas blancas señalan 
hojas sistémicas y sintomáticas. 
 
En la Figura 58 se muestra un esquema del diseño experimental utilizado en los ensayos de 
movimiento viral a larga distancia.  
  
Capítulo 4 
 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
165 
 
Figura 58. Diseño experimental de los ensayos de movimiento a larga distancia. A) Representación esquemática de las 
construcciones utilizadas. Se muestra la ubicación aproximada de los cebadores usados en los ensayos de RT-PCR. En 
color se señalan los cebadores reversos usados en la reacción de retrotranscripción B) Esquema experimental. 
 
Se co-agroinfiltraron ambas especies de Nicotiana con el RNA1 y RNA2 de CMV junto con la 
quimera RNA3∆MP::MPCPsV, o el reportero RNA3∆MP::erGFP (control negativo), o el RNA3 
(control positivo). A partir de 10 dpai y hasta los 30 dpai, se analizaron las hojas superiores en 
busca de síntomas típicos de CMV, de las cuales se tomaron muestras para su posterior 
análisis por RT-PCR. A partir de los 10 dpai las plantas que coexpresaban la quimera 
RNA3∆MP::MPCPsV mostraron síntomas característicos de CMV en las hojas superiores, lo que 
indica que el virus fue capaz de moverse sistémicamente. En cuanto al tamaño de las plantas, 
a partir de los 15 dpai se observa claramente que el crecimiento es intermedio entre el control 
negativo sin infectar y el control positivo infectado con CMV wt (Figura 59, panel A). Se 
Capítulo 4 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
166 
realizaron dos ensayos independientes en N. benthamiana encontrándose resultados similares, 
como se muestra en la tabla (Figura 59, panel B). 
 
 
Figura 59. Ensayo de infección sistémica en plantas de N. benthamiana. A) Plantas de N. benthamiana representativas de un 
ensayo de movimiento sistémico a 18 dpai B) Resultados de dos ensayos independientes de movimiento a larga distancia. 
Sintomáticas/inoculadas=n° de plantas que mostraron síntomas sistémicos/n° de plantas inoculadas.  
 
El progreso de la infección por las distintas variantes de CMV (incidencia vs tiempo), se 
muestra en la Figura 60. Se encontró que en las plantas inoculadas con el virus híbrido la 
aparición de síntomas se retrasó con respecto a las plantas control infectadas con CMV wt, y la 
incidencia final es más baja. En el caso de las plantas inoculadas con el virus wt, los síntomas 
comienzan a observarse a partir de los 7-8 dpai, alcanzando el 100% de incidencia a los 10 
dpai; mientras que las plantas inoculadas con el virus híbrido CMV-CPsV comienzan a mostrar 
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síntomas a partir de los 10 dpai, alcanzando el valor máximo de incidencia (aproximadamente 
el 60%) luego de los 20 dpai.  
 
 
Figura 60. Progreso de la infección de las distintas variantes de CMV en 
plantas de N. benthamiana. Los valores de incidencia (% plantas 
sintomáticas/plantas inoculadas) corresponden a la media de los dos 
ensayos, con su correspondiente desviación estándar (barras de error). 
 
En conjunto, los resultados obtenidos indican claramente una diferencia en la eficiencia de 
ambas MP (la de CPsV y la de CMV) para mover el genoma viral de CMV de manera sistémica 
y/o local en plantas de N. benthamiana, siendo esto una evidencia de que la MP de CPsV 
puede complementar el movimiento sistémico de CMV. 
Para corroborar estos resultados, se realizaron RT-PCR. En la Figura 58 se indican los 
cebadores utilizados, siendo los reversos aquellos que hibridan en la región diferencial de cada 
una de las quimeras de RNA3, es decir, en el ORF erGFP de RNA3∆MP::erGFP (control 
negativo), en el ORF MPCPsV de RNA3∆MP::MPCPsV, o en el ORF MPCMV del RNA3wt (control 
positivo). Los análisis de las plantas control dieron los resultados esperados, mientras que las 
muestras de las plantas “MPCPsV” dieron negativas, lo que puede deberse tanto al diseño de los 
cebadores como a la falta de optimización de las reacciones. Aún así, como los síntomas son 
muy claros, es alentador a continuar con dicha optimización para confirmar los resultados. Otro 
factor a tener en cuenta es la estabilidad del RNA3 quimera cuando el virus establece la 
infección en las hojas superiores. Por lo tanto, se diseñarán cebadores en la CP de CMV con el 
fin de detectar si al menos el virus ha podido transportarse hasta las hojas superiores, 
independientemente de lo que haya sucedido con la estabilidad del gen de la MPCPsV en el 
RNA3 de CMV. 
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En cuanto al ensayo realizado en N. occidentalis, se observó que a partir de los 15-20 dpai 
comienzan a observarse deformaciones en hojas sistémicas en las plantas control. Para las 
plantas agroinfiltradas con el virus híbrido, encontramos que sólo 2 de 10 mostraron un retraso 
en el crecimiento en comparación a las plantas control. En las mismas plantas, también se 
observaron síntomas foliares más tenues que las plantas inoculadas con el virus wt, sin llegar a 
la necrosis pero mostrando algunas deformaciones en las hojas mas nuevas (Figura 61). 
 
 
Figura 61. Ensayo de infección sistémica en plantas de N. occidentalis. A) Plantas de N. occidentalis representativas de un 
ensayo de movimiento sistémico a 30 dpai B) Resultados de un ensayo de movimiento a larga distancia. 
Sintomáticas/inoculadas=n° de plantas que mostraron síntomas sistémicos/n° de plantas inoculadas.  
 
Si bien falta confirmar la presencia del virus en las hojas superiores por RT-PCR, los resultados 
preliminares obtenidos indicarían que el virus híbrido es capaz de moverse sistémicamente en 
N. occidentalis. No obstante, se realizarán más ensayos con un número mayor de plantas para 
confirmar estos resultados.  
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2. Análisis de la capacidad de complementar en trans el movimiento a larga 
distancia de virus positivos defectivos usando líneas transgénicas de N. 
benthamiana que expresan las proteínas MP y CP de CPsV 
En el laboratorio contamos con líneas transgénicas de N. benthamiana denominadas 54 y 48 
que expresan de forma estable y constitutiva las proteínas MPCPsV y CPCPsV, respectivamente, 
bajo el promotor 35S. Se ha demostrado que estas proteínas se expresan en tejido foliar, pero 
no se ha confirmado que estas proteínas se expresen en todos los tejidos de la planta. 
Suponiendo que así lo hacen, se analizó la capacidad de complementar el movimiento a larga 
distancia de dos virus mutantes a RNA positivo defectivos en esta función. 
2.1. Estudio de la capacidad del virus CMV∆MP de infectar sistémicamente plantas de la 
línea 54:06 de N. benthamiana 
Se ensayó la capacidad del virus CMV∆MP de transportarse sistémicamente en la línea de N. 
benthamiana transgénica 54:06, para lo cual se agroinfiltraron plantas de esta línea con el 
vector viral CMV∆MP::erGFP y se analizó la presencia del virus en las hojas superiores 
mediante observación de síntomas sistémicos (Figura 62).  
 
 
Figura 62. Esquema experimental de los ensayos de infección por CMV de plantas de la línea 54:06 de N. 
benthamiana. 
 
Se realizaron dos ensayos independientes obteniéndose resultados similares (Figura 63). 
Primeramente se encontró que el virus CMV wt se mueve eficientemente en esta línea 
transgénica ensayada, indicando que la transgénesis no afectó la infección de CMV. Cuando 
se ensayó el virus mutante CMV∆MP::erGFP no se observaron síntomas sistémicos en esta 
línea, indicando que la proteína MPCPsV expresada trans y en forma constitutiva, no es capaz de 
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facilitar el transporte sistémico del genoma de CMV. Sin embargo, cuando estos mismos 
ensayos fueron realizados con la propia CP de CMV expresada de forma constitutiva en la 
planta, la cual es necesaria para el movimiento a larga distancia, el virus no fue movilizado, es 
decir, que no resultó suficiente para cumplir con esta función (S. H. Kim, M. Taliansky y P. 
Palukaitis, datos no publicados). Esto puede deberse a los niveles de expresión de la proteína 
en estudio, por ejemplo, la cantidad de MPCPsV en la línea N. benthamiana 54:06, ya sea en 
mesófilo como en los tejidos del floema, puede ser lo suficientemente baja para no resultar 
eficiente en la complementación del movimiento de este virus mutante. También resta por 
determinar si el movimiento célula a célula es complementado en esta línea, ya que de no 
hacerlo, no es un ensayo que deba repetirse. 
 
 
Figura 63. Ensayo de infección sistémica en la línea 54:06 de N. benthamiana. A) Plantas 54:06 representativas de un ensayo 
de movimiento sistémico a 25 dpai B) Resultados de dos ensayos independientes de movimiento a larga distancia. 
Sintomáticas/inoculadas=n° de plantas que mostraron síntomas sistémicos/n° de plantas inoculadas. Mock=plantas no 
agroinfiltradas 
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2.2. Estudio de la capacidad de un virus TMV∆CP de infectar sistémicamente plantas de 
la línea 48:02 de de N. benthamiana  
Con el propósito de determinar si la proteína CP de CPsV podría estar involucrada en el 
movimiento viral a larga distancia, se realizó un ensayo similar al anterior pero utilizando un 
vector viral TMV∆CP::GFP (Figura 64, panel A, pJL-TRBO-G, Lindbo, 2007) que expresa el 
genoma de TMV pero expresa la proteína GFP en reemplazo de su CP. Este vector puede 
movilizarse célula a célula pero no posee la capacidad de moverse a larga distancia. Así, se 
agroinfiltraron plantas de la línea 48:02 N. benthamiana, y a partir de los 5 dpai se comenzó a 
analizar la presencia de TMV en las hojas superiores: observación de síntomas típicos de TMV 
(mosaicos), y la presencia de GFP por iluminación con luz UV (Figura 64, panel B). Como 
control negativo se utilizaron plantas de N. benthamiana wt agroinfectadas con el virus 
TMV∆CP::GFP y como control positivo plantas de la línea 48:02 agroinfectadas con el virus 
TMV::GFP (Figura 64, panel A, pJL 24, Lindbo, 2007). 
 
 
Figura 64. Diseño experimental de los ensayos de complementación del movimiento sistémico de TMV en plantas de la 
línea 48:02 de N. benthamiana. A) Representación esquemática de las construcciones utilizadas. B) Esquema 
experimental. 
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En la Figura 65 se muestran los resultados obtenidos en dos experimentos independientes. Las 
plantas control (-) sólo mostraron expresión de GFP en la hoja inoculada, no mostrando ni 
síntomas ni expresión de GFP en hojas superiores luego de 20 dpai. Las plantas control (+) 
comenzaron a mostrar expresión de GFP en las hojas superiores a partir de los 5 dpai, 
manifestando síntomas claros de infección a partir de los 10 dpai. Cuando se analizaron las 
plantas de la línea 48:02 inoculadas con el virus mutante no se vieron síntomas sistémicos ni 
expresión de GFP en el tiempo del ensayo.  
 
Figura 65. Ensayo de infección sistémica en líneas transgénicas 48:02 de N. benthamiana. A) Plantas de N. benthamiana tg 
48:02 representativas de un ensayo de movimiento sistémico observadas bajo iluminación U.V. a 15 dpai. Las puntas de 
flecha blancas señalan las hojas inoculadas. B) Resultados de dos ensayos independientes de movimiento a larga distancia. 
Verdes/inoculadas=n° de plantas que mostraron fluorescencia verde/n° de plantas inoculadas.  
 
Los resultados nos indican que la proteína CPCPsV expresada en trans no es capaz de 
reemplazar funcionalmente a la CPTMV, la cual es crítica para la propagación del virus por el 
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floema (Culver and Dawson, 1989; Ding et al., 1996; Holt and Beachy, 1991; Takamatsu et al., 
1987). Este resultado negativo, sin embargo, no nos permite sacar conclusiones acerca del 
posible rol de la CPCPsV en la infección sistémica de CPsV. 
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CONCLUSIONES 
 
- El virus híbrido CMV-CPsV generado sería capaz de infectar plantas de N. benthamiana 
y N. occidentalis wt. 
- La proteína MP de CPsV sería capaz de facilitar el movimiento a larga distancia del 
genoma CMV-CPsV en plantas de N. benthamiana y N. occidentalis wt. 
- La proteína MP de CPsV no es capaz de complementar el transporte a larga distancia 
del genoma CMV∆MP cuando es expresada en forma estable en plantas de la línea 
54:06 de N. benthamiana.  
- La proteína CP de CPsV no es capaz de complementar el transporte a larga distancia 
del genoma del virus TMV∆CP cuando es expresada en forma estable en plantas de la 
línea 48:02 de N. benthamiana. 
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DISCUSIÓN 
En este capítulo se muestran las primeras evidencias en favor de la hipótesis de que el 
movimiento a larga distancia de los ophiovirus estaría dirigido por sus proteínas MP. Sin 
embargo, no se puede descartar la posibilidad de que otras proteínas virales, incluyendo la CP, 
estén involucradas en esta función, ya que es la limitación de este tipo de ensayos.  
La falta de clones infectivos de ophiovirus que permitan llevar a cabo experimentos de genética 
reversa, dificulta en gran medida el análisis funcional de las proteínas virales de estos virus, y 
en particular de los estudios del mecanismo de transporte sistémico. Como estrategia para 
sobrepasar este limitante, se generó un virus híbrido CMV-CPsV a partir del cual se analizó el 
rol de la MP de CPsV en el movimiento a larga distancia del RNA viral, sin afectar ni la 
activación ni la replicación del genoma de CMV, además de que la MP de CMV no es requerida 
para iniciar la infección ni para la replicación. La inoculación de plantas de N. benthamiana con 
el virus CMV-CPsV dio como resultado una infección sistémica de las plantas, observándose 
síntomas similares a los causados por CMV. Resultados similares se obtuvieron con plantas de 
N. occidentalis, sin embargo, debido a que CPsV es capaz de moverse sistémicamente en este 
hospedante, hubiéramos esperado resultados más marcados que los obtenidos en N. 
benthamiana. De todas formas, debemos tener en cuenta que faltan las confirmaciones 
correspondientes por RT-PCR, las cuales podrían dar resultados más concluyentes, ya que 
podría detectarse una carga viral que no se corresponda con el desarrollo de síntomas. Estos 
resultados, mostraron que CMV-CPsV es un sistema eficiente para estudiar el papel de la MP 
de CPsV en el movimiento a larga distancia y en la infección sistémica, mientras que las líneas 
transgénicas que expresan la proteína MPCPsV o CPCPsV no permitieron aportar una evidencia 
más a este interrogante.  
En los últimos años se han hecho muchos esfuerzos por identificar y caracterizar los 
determinantes virales implicados en la invasión sistémica de las plantas. Actualmente se sabe 
que además de la CP, muchas otras proteínas virales no estructurales, como las MP y las VRS, 
están implicadas en el transporte del virus a larga distancia. Las plantas despliegan diferentes 
mecanismos para prevenir la infección sistémica de los virus, por lo que es muy probable que 
ciertas proteínas virales que facilitan el movimiento vascular también estén involucradas en 
suprimir la defensa antiviral desplegada por la planta, como el silenciamiento de RNA. En 
muchos virus, estas dos funciones son conferidas por la misma proteína viral. Debido a que se 
ha encontrado actividad supresora del silenciamiento génico tanto en la proteína MPCPsV como 
en la proteína 24K de CPsV, ambas podrían estar involucradas en el mecanismo de 
movimiento a larga distancia de CPsV, aunque probablemente cumpliendo roles diferentes.  
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Considerando que en general el tráfico vascular está cuidadosamente regulado y que el núcleo 
forma una parte esencial de estos circuitos reguladores, es de esperar que los virus produzcan 
factores que se trasladen al núcleo de las células hospedantes y alteren el programa 
transcripcional en favor del tráfico sistémico. Así, es altamente probable que el paso por el 
núcleo tanto de la proteína MPCPsV como de la proteína 24K sea parte de una etapa del ciclo 
viral imprescindible para asegurar el transporte sistémico del genoma de CPsV. Además, es 
también posible que la fase nuclear/nucleolar de estas proteínas esté involucrada en la 
formación de los complejos de VRN de transporte sistémico, como ocurre con la proteína ORF3 
de GRV (Ryabov et al., 2004; Ryabov et al., 2001; Ryabov et al., 1999b; Taliansky et al., 2003). 
. 
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PERSPECTIVAS 
Con el objetivo de confirmar la presencia del virus híbrido CMV-CPsV en las hojas superiores 
de N. benthamiana y N. occidentalis wt, se optimizarán las reacciones de RT-PCR probando 
distintas condiciones de reacción y distintos juegos de cebadores, incluyendo los de la CP de 
CMV. Así mismo, se podría confirmar la presencia de la MPCPsV en las hojas superiores por 
ensayos de western blot que serán revelados con antisueros específicos contra la MPCPsV. 
Debido a que los resultados obtenidos con N occidentalis no fueron tan contundentes, se 
realizarán más ensayos con un número mayor de plantas y probando diferentes condiciones de 
infección, ya que la agroinfiltración en N. occidentalis no es igual de eficiente que en N. 
benthamiana. Para esto, una alternativa de infección es el uso de extractos crudos de plantas 
de N. benthamiana infectadas con las distintas variantes de CMV, los cuales serán utilizados 
para inocular mecánicamente plantas de N. occidentalis. 
Para continuar caracterizando el movimiento sistémico de los ophiovirus, se generarán híbridos 
semejantes al estudiado en este capítulo pero entre CMV y otros ophiovirus. En primer lugar, 
se obtendrá la quimera pRNA3∆MP::MPMilBVV y se estudiará la capacidad del híbrido CMV-
MiLBVV de transportarse por floema de manera sistémica. Así mismo, se generarán híbridos 
TMV-CPsV y TMV-MiLBVV, donde se reemplazará el gen de la CPTMV y de la 30K por el gen de 
la CP y MP, respectivamente, del ophiovirus correspondiente, observando la capacidad de la 
CP de estos ophiovirus de reemplazar funcionalmente a la de TMV. 
Debido a que las proteínas 24K de CPsV y 25K de MiLBVV se localizan en nucléolo y éste está 
fuertemente asociado con el transporte sistémico viral, y suponiendo que ambas proteínas son 
funcionalmente reemplazables entre sí, se estudiará la capacidad de 24K de facilitar el 
movimiento de los híbridos CMV-CPsV y CMV-MiLBVV en plantas transgénicas de N. 
benthamiana que expresan la proteína 24K de CPsV. Como ocurre con la proteína ORF3 de 
CMV, es probable que las proteínas 24K y 25K reemplacen funcionalmente a la CP de TMV en 
la generación de complejos de RNP de transporte sistémico, por lo que se generarán virus 
híbridos TMV∆CP:24K y TMV∆CP:25K y se estudiará la capacidad de estos híbridos de 
moverse a hojas superiores no inoculadas.  
Una desventaja que tiene el híbrido CMV-CPsV es que requiere de la transformación 
simultánea de células con las tres construcciones que permiten la expresión de los tres RNAs 
de CMV, lo cual limita el número de células en las hojas inoculadas que resultan infectadas por 
el virus. Un sistema muy eficiente para el estudio del mecanismo de transporte sistémico y que 
no lleva esa desventaja es el basado en el virus del mosaico de alfalfa, AMV, que fue utilizado 
por Leastro et al. (2017) para estudiar el movimiento a larga distancia de algunas especies del 
género Tospovirus. En este sistema se genera una quimera del cDNA del RNA3 de AMV donde 
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se reemplaza la MPAMV por la proteína que se quiere estudiar. Una vez obtenida la quimera, se 
sintetizan transcriptos de RNA in vitro a partir del cDNA híbrido y se inoculan plantas 
transgénicas de Nicotiana tabaccum que expresan las polimerasas P1 y P2 de AMV en todos 
los tejidos (Plantas P12, (van Dun et al., 1988)). Por lo tanto, emplear este sistema para el 
estudio del movimiento de los ophiovirus, nos puede brindar resultados más contundentes.  
Debido a que el virus GRV no codifica para una CP convencional y por lo tanto no es requerida 
para su movimiento sistémico, sería muy interesante poder establecer un sistema basado en 
este virus para estudiar el mecanismo de transporte sistémico de los ophiovirus. El ORF3 de 
CMV es el factor viral encargado de reclutar la proteína nucleolar fibrilarina al citoplasma para 
formar los complejos de RNP necesarios para el transporte por floema. Las proteínas MPCPsV y 
24K que al igual que el ORF3 de CMV tienen una etapa nuclear/nucleolar, podrían reemplazar 
las funciones del ORF3, aportando un gran avance en el esclarecimiento del mecanismo 
utilizado por los ophiovirus. Otro punto a abordar es la posible interacción proteína-proteína 
entre fibrilarina y 24K y fibrilarina y MPCPsV tanto in vivo como in vitro. 
Finalmente, el desarrollo de un clon infectivo de ophiovirus, sería un aporte fundamental para 
comprender las distintas funciones de los genes, el ciclo viral de los ophiovirus en general, y el 
mecanismo de transporte sistémico en particular. 
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INTRODUCCIÓN 
1. Factores celulares involucrados en la infección viral  
Debido a la gran amenaza que representan los virus de plantas para los cultivos, comprender a 
fondo los mecanismos que tienen lugar durante la interacción entre la planta hospedante y el 
virus, es crucial para diseñar nuevas estrategias de resistencia que minimicen las pérdidas 
ocasionadas.  
Las interacciones planta-virus revelan un contexto fisiopatológico muy complejo. Si bien los 
virus codifican sólo unas pocas proteínas, cuando infectan producen cambios significativos en 
los perfiles de expresión de sus hospedantes (Ahlquist et al., 2003; Hyodo and Okuno, 2014; 
Whitham and Wang, 2004). Además, interaccionan con diferentes conjuntos de factores del 
hospedante que interfieren con una amplia gama de procesos, tales como la regulación 
hormonal, el control del ciclo celular, la señalización y el transporte endógeno de 
macromoléculas (Panavas et al., 2005). Como ejemplo, el dominio helicasa de la replicasa de 
TMV interacciona con un regulador putativo de los genes de respuesta a auxinas implicados en 
el desarrollo de la planta, la proteína PAP1 (phytochrome-associated protein 1) de A. thaliana. 
Esta interacción interfiere con el sistema de respuesta a auxinas y con la vía de señalización, 
induciendo síntomas específicos de la enfermedad (Padmanabhan et al., 2005). Una etapa 
crucial en el ciclo viral es la capacidad activa para moverse entre las células del hospedante, 
que como hemos mencionado previamente, está mediada por las MPs, las cuales forman 
complejos de ribonucleoproteínas con el genoma viral o forman estructuras tubulares que 
contienen viriones para permitir el paso del virus a través de los PDs (Laporte et al., 2003; 
Lazarowitz and Beachy, 1999; Pallas and Garcia, 2011; Wolf et al., 1989). Estas MPs 
interaccionan con un gran número de proteínas vegetales localizadas en diferentes 
compartimientos celulares (núcleo, citoplasma, ER, membrana plasmática) que son 
fundamentales para el movimiento y desarrollo de síntomas. 
 
2. Proteínas del hospedante que interaccionan con las MP virales 
Como sabemos, las MPs virales son proteínas multifuncionales involucradas en muchas 
facetas de la infección viral, incluyendo la formación de complejos de vRNP, el tráfico célula a 
célula y larga distancia del genoma viral, la traducción del RNA viral y la supresión del 
silenciamiento génico (Harrison and Robinson, 2005; Kasschau and Carrington, 1998). Para 
ejecutar estas funciones, las MP deben ser capaces de interaccionar con un grupo muy diverso 
de proteínas endógenas.  
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Se han descripto muchos ejemplos de interacciones entre proteínas de movimiento de la 
superfamilia 30K y proteínas de la planta, algunas de las cuales tienen una importancia 
funcional potencial (Amari et al., 2011; Kasteel et al., 1996; Liu et al., 2011; Niehl et al., 2012; 
Peiro et al., 2014). La gran mayoría de estas proteínas celulares se han identificado en 
sistemas heterólogos tales como ensayos de doble hibrido de levaduras, pero no a partir de los 
complejos purificados de proteínas nativas. Por ejemplo, se ha demostrado que la MPTMV 
interacciona con factores del hospedante muy diversos, incluyendo elementos del 
citoesqueleto, calreticulina, pectin-metilesterasas y chaperones. Estas interacciones parecen 
participar en el anclaje de la MPTMV en los PDs (Chen et al., 2000; Heinlein et al., 1995; McLean 
et al., 1995); (Chen et al., 2005; Dorokhov et al., 1999; Shimizu et al., 2009; von Bargen et al., 
2001). 
Así mismo, varios estudios se han centrado en la interacción entre las MPs virales y proteínas 
vegetales en un intento por identificar los factores del hospedante que están implicados en el 
tráfico de complejos macromoleculares (MCs) a los PDs.  
En la siguiente tabla se resumen los datos de algunas proteínas de la planta que interaccionan 
con MPs virales. 
Virus Factor celular Función celular/Proceso biológico Referencias 
 Chaperonas   
TSWV DNAJ-like Chaperona (regulador de HSP70) Soellick et al. (2000), von Bargen et 
al. (2001) 
PMTV DNAJ-like Chaperona Haupt et al. (2005) 
TMV NtMPIP1 Chaperona DNAJ-like Shimizu et al. (2009) 
 CDC48 Chaperona. Control del movimiento viral Niehl et al. (2012) 
PVY NtCPIP Chaperona DNAJ-like. Reclutamiento de HSF70 Hofius et al. (2007) 
AbMV cpHSC70-1 Chaperona Krenz et al. (2010) 
 Núcleo   
ToMV KELP Co-activador transcripcional de proteínas 
asociadas con la patogénesis 
Matsushita et al. (2001) 
 MBF1 Co-activador transcripcional Matsushita et al. (2002) 
TBSV HFi22 Proteína homeodominio (leucine zipper) Desvoyes et al. (2002) 
 REF Co-activador transcripcional, factor de 
exportación de RNA 
Uhrig et al. (2004) 
GRV Fibrilarina Formación de complejos de transporte 
sistémico 
Kim et al. (2007), Canetta et al. 
(2008), Ryabov et al. (1999) 
CaLCuV, 
TGMV, 
TCrLYV 
NIG GTPasa Carvalho et al. (2008) 
 Citoesqueleto    
TMV Actina Movimiento del RNA viral McLean y Zambryski (2000) 
 Tubulina Movimiento y degradación del RNA viral Boyko et al. (2000), Gillespie et al. 
(2002), Sambade et al. (2008) 
 EB1 Asociación de la MP con los MTs Brandner et al. (2008) 
 MPB2C Regulador negativo de la función de la MP Kragler et al. (2003) 
TSWV At4/1 Homología con las miosinas y kinesinas von Bargen et al. (2001) 
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CMV Actina Incremento del SEL de los PD, cortado de 
actina 
Su et al. (2010) 
 Cloroplastos   
AltMV Membrana del 
cloroplasto 
Movimiento célula a célula y larga distancia. 
Sintomatología 
Lim et al. (2010) 
 βATPasa Respuesta de defensa Seo et al. (2014) 
 PsbO Desarrollo de síntomas Jang et al. (2013) 
OYDV RbCL, RbCS Fotosíntesis Lin et al. (2011) 
SMV RbCL, RbCS Fotosíntesis Lin et al. (2011) 
SYSV RbCL, RbCS Afecta la función de la RubisCO Lin et al. (2011) 
TuMV RbCL, RbCS Fotosíntesis Lin et al. (2011) 
RCNMV GAPDH-A Movimiento célula a célula Kaido et al. (2014) 
TMV RbCS Movimiento célula a célula Zhao et al. (2013) 
ToMV RbCS Movimiento célula a célula Zhao et al. (2013) 
AbMV cpHSC70-1 Movimiento célula a célula Krenz et al. (2010), (2012) 
CaMV CHUP1 Movimiento célula a célula Angel et al. (2013), Harries et al. 
(2009) 
 Tráfico de vesículas  
GFLV KNOLLE t-SNARE (syntaxina) Laporte et al. (2003) 
CaMV MP17 Receptor Rab Boyko et al. (2000), Huang et al. 
(2001) 
TMV SYTA Regulador de endocitosis vesicular Lewis and Lazarowitz (2010) 
CaLCuV SYTA Regulador de endocitosis vesicular Lewis and Lazarowitz (2010), 
Uchiyama et al. (2014) 
TVCV SYTA Formación de contactos entre ER-PM. 
Regulador del movimiento viral intercelular 
Levy et al. (2015), Uchiyama et al. 
(2014) 
TuMV SYTA Regulador del movimiento viral intercelular Uchiyama et al. (2014) 
 PDs y periferia celular  
TMV PME Interacción MP-PD (esterificación de pectina) Chen et al. (2000), Dorokhov et al. 
(1999), Chen y Citovsky (2003) 
 PAPK1 Kinasa reguladora del tráfico macromolecular Lee et al. (2005) 
 Calreticulin Movimiento de vRNP Chen et al. (2005) 
TLCV SIUPTG1 Biosíntesis de polisacáridos de pared Selth et al. (2006) 
GFLV PDLPs Biogénesis de túbulos en los PDs y movimiento 
viral 
Amari et al. (2010) 
TVCV PME Interacción MP-PD Chen et al. (2000), 
CaMV PME Interacción MP-PD Chen et al. (2000), 
 PDLP1 Formación de túbulos de MP Rodriguez et al. (2014) 
TCV AtP8 Desconocida (contiene motivos RGD) Lin y Heaton (2001) 
AMV PATL 3 y 6 Tráfico de membranas y dinámica del 
citoesqueleto 
Peiró et al. (2014) 
PVX TIPs Interacción con β-1,3-glucanasas Fridborg et al. (2003) 
 REM Impide el incremento del SEL de los PDs Raffaele et al. (2009) 
 Otras  
CMV 2bip Desconocida  Ham et al. (1999) 
 CsAO4 Ascorbato oxidasa. Movimiento viral Kumari et al. (2016) 
ToMV IP-L Interacting protein L. Movimiento sistémico Li et al. (2005) 
PSbMV PVIP Requerida para el movimiento viral. Dominio 
PHD finger 
Dunoyer et al. (2004) 
Potyvirus elF4E Factor de iniciación de la traducción. 
Movimiento viral 
Leonard et al. (2000, 2004), 
Robaglia y Caranta (2006), Schaad 
et al. (2000), Wittmann et al. (1997) 
CaLCuV AtNSI Acetiltransferasa, facilita el transporte del 
genoma viral. 
McGarry et al. (2003), Carvalho et 
al. (2006) 
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PPV PSI-K Componente del fotosistema I. Inhibición de la 
infección 
Jimenez et al. (2006) 
CaMV AtSRC2.2 C2-Calcium-Dependent Membrane-Targeting 
Protein 
Rodriguez et al. (2014) 
Tabla 2. Proteínas de la planta que interaccionan con MPs de diferentes virus. Se describe la función biológica 
putativa de cada interacción o en los casos q se desconoce, se describe el proceso celular en que está involucrada 
la proteína del hospedante. TSWV=Tomato spotted wilt virus, PMTV=Potato mop-top virus, TMV=Tobacco mosaic 
virus, PVY=Potato virus Y, AbMV=Abutilon mosaic virus, ToMV=Tomato mosaci virus, TBSV=Tomato bushy stunt 
virus, CaLCuV=Cabbage leaf curl virus, TGMV=Tomato golden mosaic virus, TCrLYV=Tomato crinkle leaf yellows 
virus, GRV=Groundnut rosette virus, AltMV=Alternanthera mosaic virus, OYDV=Onion yellow dwarf virus, 
SMV=Soybean mosaic virus, SYSV=Shallot yellow stripe virus, TuMV=Turnip mosaic virus, RCNMV=Red clover 
necrotic mosaic virus, CaMV=Cauliflower mosaic virus, TLCV=Tobacco leaf curl virus, GFLV=Grapevine fanleaf 
virus, TVCV=Turnip vein clearing virus, TCV= Turnip crinkle virus, AMV=Alfalfa mosaic virus, PVX=Potato virus X, 
PSbMV=Pea seed-borne mosaic virus, PPV=Plum pox virus. Revisión realizada en este trabajo de tesis doctoral. 
 
Como se muestra, las proteínas vegetales que interaccionan con MPs virales identificadas 
hasta el momento, pueden agruparse en las siguientes categorías: 
2.1 Chaperonas 
Se ha demostrado que varias MP virales interaccionan con chaperonas de tipo DnaJ, un grupo 
de proteínas pequeñas pertenecientes a la subclase Hsp40. Estas proteínas participan en 
varios procesos, incluyendo la importación de proteínas en orgánulos y la regulación de la 
actividad chaperona de Hsp70 (Kelley, 1999). Las chaperonas de tipo Hsp podrían desempeñar 
un papel en el desplegado parcial de las proteínas antes de su translocación a través del poro 
del PD (Jackson, 2000). En el caso de las chaperonas de la familia Hsp70, además de estar 
involucradas en muchos procesos celulares (Mayer and Bukau, 2005), los virus pueden 
utilizarlas para el plegamiento de proteínas (Bukau and Horwich, 1998; Hartl and Hayer-Hartl, 
2002), para el ensamblaje de viriones (Alzhanova et al., 2001; Napuli et al., 2000; 
Satyanarayana et al., 2000), y tal vez también para la regulación de las defensas del 
hospedante de manera directa o indirecta por interacción con las cochaperonas de dominio-J 
(principalmente Hsp40 en eucariotas) (Kanzaki et al., 2003). Se encontró que chaperonas 
Hsp/c70 aisladas de fracciones de pared ricas en PDs y de exudados de floema de Cucurbita, 
interaccionan con los PDs y modifican su SEL. Este hallazgo junto con el hecho de que las 
Hsp70 tienen actividades motoras que impulsan la translocación de proteínas (Pilon and 
Schekman, 1999; Voisine et al., 1999) sugiere que las proteínas Hsp70 pueden tener la 
capacidad de translocar activamente MC virales a través de los poros del PD. Curiosamente, se 
encontró que una proteína Hsp70 citosólica (no floemática) no posee el motivo necesario para 
modificar el SEL, lo que indica que la Hsp70 identificada en el floema podría tener un papel 
crucial en el movimiento de los MCs dentro o fuera del floema. Los closterovirus son el único 
grupo de virus conocido que codifica sus homólogos de Hsp70, y estas proteínas han 
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demostrado ser MPs (Alzhanova et al., 2001; Peremyslov et al., 1999). También se ha 
demostrado que MPs de virus no relacionados con los closterovirus interaccionan con 
proteínas de dominio-J (Soellick et al., 2000; von Bargen et al., 2001), por lo que resulta 
altamente probable que algunos virus hayan desarrollado la capacidad de reclutar chaperonas 
del hospedante durante el proceso de infección para promover su movimiento intercelular 
(Oparka, 2004). 
Muchas proteínas asociadas a chaperonas se unen directamente a un motor molecular, 
garantizando la llegada de los MCs al citoesqueleto. Se ha demostrado que varios motores 
moleculares, incluidas las miosinas, kinesinas y dineínas, interaccionan con proteínas celulares 
que determinan especificidad de transporte (Karcher et al., 2002). La doble función de las 
GTPasas Rab, es decir, su especificidad por sus cargo y su capacidad para vincular estos 
cargo con el citoesqueleto, hace que sean buenas candidatas para mediar el tráfico de MC 
virales (Long et al., 2000; Tekotte and Davis, 2002).  
Niehl et al. (2012) encontraron que la chaperona CDC48 (CELL-DIVISIONCYCLE protein 48) 
actúa regulando los patrones de acumulación de MPTMV en las células de la planta. 
Demostraron que la CDC48 de Arabidopsis es inducida durante la infección por TMV, 
interacciona con la MPTMV en inclusiones de ER, y promueve su degradación. Además, 
mostraron evidencias de que CDC48 extrae la MP de las inclusiones de ER hacia el citosol, 
donde se acumula en microtúbulos y los estabiliza en las etapas tardías de infección. La 
sobreexpresión de CDC48 afecta el movimiento del virus, lo que sugiere que CDC48 controla el 
movimiento del virus mediante la eliminación de la MP de la vía de transporte por ER, y 
promueve la interferencia de la MP con la dinámica de microtúbulos para impedir su 
movimiento (Niehl et al., 2012).  
2.2. Proteínas nucleares 
Por estudios de interacción proteína-proteína se ha encontrado que algunas MP virales 
interaccionan con componentes nucleares (Tabla 2). En particular, con factores de transcripción 
sugiriendo un mecanismo por el cual las MPs podrían lograr el transporte selectivo a través de 
los PDs, reclutando proteínas del hospedante con capacidad para moverse a sí mismas a 
través de los PDs. Por ejemplo, la MP de TBSV (la proteína P22), interacciona con el factor de 
transcripción HFi22, lo que podría permitir el transporte de complejos P22-RNA a través de los 
PDs (Desvoyes et al., 2002). Además, esta interacción también podría estar impidiendo que el 
factor de transcripción active la expresión de genes de defensa, lo que concuerda con la 
hipótesis de que algunas MP virales interaccionan con proteínas co-activadoras 
transcripcionales para alterar la expresión génica (Desvoyes et al., 2002; Matsushita et al., 
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2001). Estos datos sugieren que al menos algunas MPs virales deben interaccionar con 
determinadas proteínas nucleares para mediar el movimiento célula a célula del virus.  
La proteína ORF3 de GRV juega un papel esencial en el movimiento a larga distancia del RNA 
viral (Ryabov et al., 1999b). Al entrar en el núcleo, la proteína ORF3 interacciona y reorganiza 
los Cajal bodies (CBs) que luego se fusionan con el nucléolo. En una etapa posterior, provoca 
la redistribución de la fibrilarina desde el núcleo hasta el citoplasma, condición necesaria para 
el movimiento a larga distancia (Kim et al., 2007b). Estos hallazgos condujeron a un modelo en 
el que la proteína ORF3 interacciona con fibrilarina en el núcleo, entra en el nucléolo a través 
de la fusión de CBs mediada por fibrilarina, y luego sale del núcleo hacia el citoplasma donde 
forma partículas de RNP virales para el movimiento a larga distancia (Kim et al., 2007a; Kim et 
al., 2007b). 
2.3. Proteínas asociadas al citoesqueleto 
La MP de TMV interacciona con varios componentes del citoesqueleto, como la proteína 
asociada a microtúbulos MPB2C (Kragler et al., 2003), la proteína EB1 (microtubule end-
binding protein 1) (Brandner et al., 2008) y los filamentos de actina (McLean and Zambryski, 
2000). También se ha demostrado que otras MPs virales interaccionan con elementos del 
citoesqueleto (Tabla 2), indicando la ruta por la cual los complejos vRNP alcanzan los PDs. 
Además, hay estudios que sugieren que los microtúbulos podrían transportar la MP de TMV 
como parte de un mecanismo de degradación de proteínas (Gillespie et al., 2002). También se 
ha encontrado una asociación directa entre algunas MPs virales y proteínas similares a 
miosinas o kinesinas (von Bargen et al., 2001), lo que sugiere que el sistema actina-miosina 
podría ser utilizado por los virus para dirigirse al PD. 
En el modelo estructural propuesto por Overall y Blackman (1996), la actina se representa 
atravesando el poro del PD, estrechamente asociado con el desmotúbulo central (ver Figura 
11, Introducción General) (Overall and Blackman, 1996). También se muestran miosinas 
dispuestas de manera radial sobre la actina, físicamente vinculada a la membrana plasmática. 
Esta disposición estructural podría crear tensión entre la membrana plasmática y el 
desmotúbulo, regulando la apertura de los poros. Se sabe que la miosina interviene en la 
generación de tensión entre membranas adyacentes de células de mamíferos (Kussel-
Andermann et al., 2000). La miosina VIII de plantas se ha encontrado localizada en los PDs 
(Reichelt et al., 1999), donde además cumple un rol en la regulación de su función (Baluska et 
al., 2001; Baluska et al., 2000). Esta miosina podría estar unida a la membrana plasmática 
dentro de los PD, posiblemente por su región globular C-terminal (Baluska et al., 2001). La 
miosina VIII también tiene una región característica de dominio motor, común a todas las 
miosinas, así como cuatro motivos IQ que se prevé que se unan a calmodulina (Baluska et al., 
Capítulo 5 
 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
189 
2001). Por lo tanto, es posible que la miosina VIII funcione como un motor molecular regulado 
por Ca2+ que sea capaz de transportar cargos a lo largo de los filamentos de actina que 
atraviesan el poro del PD. 
2.4. Proteínas de cloroplastos 
Está reportado que determinadas proteínas de cloroplasto ayudan a los virus a cumplir su ciclo 
infectivo en las plantas. Según estudios recientes, los virus de plantas han evolucionado para 
utilizar un gran número de proteínas de cloroplasto para regular su movimiento. Dependiendo 
del lugar donde se encuentre la proteína cloroplástica dentro de la célula, estas interacciones 
pueden tener lugar en la luz del tilacoide, en la membrana del tilacoide, en el estroma, en la 
membrana del cloroplasto o en el citosol. En el capítulo 2 se detallaron varias de las 
asociaciones reportadas entre proteínas de cloroplasto con MPs virales. Otros ejemplos 
incluyen la MP de RCNMV, que interacciona con la subunidad A de la proteína cloroplástica 
gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH-A) (Tabla 2). El silenciamiento del gen 
GAPDH-A inhibe la localización de MP en los VRCs corticales y reduce la multiplicación de 
RCNMV en las hojas inoculadas, pero no en las células individuales, lo que sugiere que 
GAPDH-A desempeña un papel positivo en el movimiento célula a célula de RCNMV (Kaido et 
al., 2014). Se ha propuesto que GAPDH-A se translocaría desde cloroplasto a los VRC 
corticales para facilitar el movimiento célula a célula durante la infección por RCNMV (Zhao et 
al., 2016).  
La asociación entre los virus y cloroplastos también es importante para la infección sistémica. 
En ausencia de transporte mediado por vesículas, los ácidos nucleicos virales se asocian con 
proteínas virales y del hospedante para moverse dentro de la célula. Al carecer de maquinaria 
de silenciamiento génico, los cloroplastos pueden servir como compartimento seguro y proteger 
el genoma viral de las moléculas de defensa del hospedante. La MP de AbMV interacciona con 
la proteína de cloroplastos cpHSP70 codificada en el núcleo, e induce la formación de una red 
tubular de estrómulos que contiene cpHSP (Krenz et al., 2012; Krenz et al., 2010). Se cree que 
tales estructuras pueden crear canales que ayudarían en el movimiento local y sistémico de los 
virus (Bhattacharyya and Chakraborty, 2017).  
CHUP1 (Chloroplast Unusual Positioning 1) es una proteína de la planta que se localiza en la 
membrana externa de los cloroplastos y está involucrada en el transporte de estas organelas a 
lo largo de los microfilamentos de actina (Oikawa et al., 2003). Se ha reportado que la 
interacción de la proteína P6 de CaMV con CHUP1 ayuda a que los cuerpos de inclusión 
móviles de P6 se muevan dentro de la célula a lo largo de los microfilamentos de actina para 
alcanzar los PDs (Harries et al., 2009a). Esta interacción influye en la acumulación viral y en el 
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movimiento célula a célula y larga distancia tanto del virus como de la respuesta antiviral de la 
planta (Angel et al., 2013).  
Está bien reportado que existen interacciones entre MPs virales y proteínas de los cloroplastos 
relacionadas con los mecanismos de defensa de la planta frente a patógenos, como el caso de 
la proteína TGB1L88 de AltMV, la cual interacciona con la βATPasa del cloroplasto y 
desencadena una respuesta antiviral (Seo et al., 2014). 
2.5. Proteínas de tráfico vesicular 
2.5.1. Rabs 
Dentro del grupo de proteínas reguladoras del transporte de vesículas, las Rab GTPasas 
determinan los eventos clave de fusión de membranas (Nebenfuhr, 2002; Rutherford and 
Moore, 2002). En el caso de los virus de plantas, uno de los medios para lograr el transporte 
selectivo a los PDs sería acoplándose a alguna proteína Rab que se está desplazando a la 
ubicación subcelular correcta, ya sea por interacción directa con la Rab o por unión a una cargo 
vesicular que está siendo dirigido al PD por una Rab determinada.  
2.5.2. KNOLLE 
La proteína KNOLLE es una sintaxina específica de la citocinesis (Lauber et al., 1997). Durante 
la formación del fragmoplasto, las vesículas derivadas de Golgi se dirigen al plano ecuatorial, 
donde se fusionan para formar una red de membrana en forma de disco, conocida como placa 
celular (Verma, 2001). Por estudios de co-inmunoprecipitación se encontró que la MP de GFLV 
interacciona con KNOLLE, ambas proteínas a su vez co-localizan en la placa celular en 
desarrollo (Laporte et al., 2003). Los mismos autores propusieron un modelo en el cual la MP 
de GFLV se transporta a sitios específicos en la célula, posiblemente por co-empaquetado con 
KNOLLE en las mismas vesículas derivadas de Golgi. De esta manera, las proteínas 
mediadoras del tráfico y fusión vesicular, como las Rabs y SNARE, serían posibles blancos 
utilizados por las MPs virales para dirigir el genoma viral al PD. 
2.5.3. SYTA 
Las sinaptotagminas (Syts) son sensores de calcio que regulan la exo/endocitosis de vesícula 
sinápticas en animales y también han sido caracterizadas en plantas (Craxton, 2004, 2007). Se 
ha demostrado que la sinaptotagmina SYTA de Arabidopsis regula el reciclaje de endosomas y 
el movimiento viral a través de los PDs (Lewis y Lazarowitz, 2010). SYTA se localiza en los 
endosomas de las células vegetales y se une directamente a las MP de CaLCuV y TMV, 
sugiriendo que distintas MPs virales transportan sus cargos a los PDs a través de una vía 
endocítica de reciclaje (Lewis y Lazarowitz, 2010). 
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Se ha demostrado que durante la infección por TVCV, su MP recluta proteínas SYTA a los 
PDs, y posteriormente SYTA junto con el ER cortical forman sitios de replicación viral 
adyacentes a los PDs, en los que MPTVCV y SYTA interaccionan directamente dentro de 
membranas de ER. Estos hallazgos muestran que SYTA es esencial para formar sitios de 
contacto ER-membrana plasmática (ER-PM), y sugieren que algunas MPs interaccionan con 
SYTA para reclutar estos sitios y alterar los PDs para el movimiento célula a célula del virus 
(Levy et al., 2015).  
2.6. Proteínas asociadas a los PDs 
2.6.1. Pectin metil esterasas 
Se ha demostrado que tanto la MP de TMV como otras MPs virales, interaccionan con pectin 
metil esterasas (PME) (Chen et al., 2000; Dorokhov et al., 1999), un grupo de enzimas 
hidrolasas que interviene en la modificación de las regiones de la pared celular que son ricas 
en pectina. La supresión de la expresión de PME en tabaco conduce al retraso del movimiento 
sistémico de TMV (Chen and Citovsky, 2003).  
Posiblemente, estas MPs sólo interaccionen con las PME una vez que han sido transportadas 
al PD (Morozov and Solovyev, 2003). Sin embargo, otra posibilidad es que esta interacción se 
dé antes de la llegada a la membrana plasmática (Jackson, 2000). Desde este punto de vista, 
las PME podrían funcionar como cargo en lugar de como receptores de MP en los PDs.  
2.6.2. Proteínas que interaccionan con TGB 12K 
Para el movimiento célula a célula de PVX se requiere de los productos génicos del triple-gene 
block (TGB) junto con la proteína de la cápside viral (Morozov y Solovyev, 2003). Usando la 
proteína de 12 kDa (12K) del TGB, que es la encargada de aumentar el SEL de los PD (Tamai 
and Meshi, 2001), como cebo en un ensayo de doble híbrido de levaduras, se lograron 
identificar tres proteínas celulares que interaccionan con TGB12K, denominadas TIP (TGB12K 
Interacting Proteins) (Fridborg et al., 2003). Estas tres TIPs, a su vez interaccionan con β-1,3-
glucanasas, apoyando la idea de que la regulación de la actividad β-1,3-glucanasa por parte de 
las MPs virales, podría ser un medio por el cual algunos virus manipulan la deposición de 
calosa en el cuello del PD en favor de la infección (Iglesias y Meins, 2000). 
2.6.3. PDLPs 
Las PDLPs (PD-located proteins) conforman una familia de proteínas de membrana de tipo-I 
que se localizan específicamente en los PDs, y constan de un dominio receptor apoplástico, un 
dominio transmembrana y una cola C-terminal citoplasmática con baja conservación de 
secuencia. Se ha demostrado que estas proteínas se transportan por la vía secretora para 
llegar a los PD, más específicamente a la membrana plasmática que recubre el interior del poro 
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(Thomas et al., 2008). Se encontró que las proteínas PDLP interaccionan únicamente con las 
MPs virales que forman estructuras tubulares en los PDs, y promueven el movimiento célula a 
célula de estos virus (Amari et al., 2010).  
2.6.4. PAPK 
Se determinó que la proteína quinasa PAPK (de Nicotiana tabacum) asociada al PD, exhibe 
actividad quinasa independiente del calcio y muestra especificidad de sustrato al reconocer 
NCAPs virales y endógenas (Lee et al., 2005). Esta PAPK fosforila específicamente los 
residuos C-terminales de la MP de TMV y se ha demostrado que esta modificación 
postraduccional afecta su función. Por estudios de localización subcelular se identificó un 
posible homólogo de PAPK de Arabidopsis thaliana, PAPK1, que colocaliza con MPTMV dentro 
de los PDs. De esta forma, PAPK1 representa una proteína quinasa vegetal que se dirige a los 
PDs y puede desempeñar un papel regulador en el tráfico macromolecular (Lee et al., 2005). 
 
3. Técnicas de proteómica aplicadas a la identificación de proteínas celulares que 
participan de la interacción planta-virus 
Hasta el momento, los estudios de genómica funcional realizados durante la interacción planta-
virus se han limitado principalmente al análisis del transcriptoma. Recientemente se ha 
comenzado a aplicar enfoques proteómicos, los cuales están permitiendo dar grandes pasos 
en este área de investigación. Se han identificado muchos factores celulares que interaccionan 
con RNAs y proteínas virales mediante ensayos de doble híbrido (Y2H), complementación 
bimolecular de la fluorescencia (BiFC), co-inmunoprecipitación (Co-IP) y diferentes técnicas de 
proteómica (Choi et al., 2016). Dentro de las últimas, la electroforesis bidimensional clásica 
acoplada a la espectrometría de masas (MS) ha sido durante muchos años la plataforma más 
utilizada en el análisis de proteomas de plantas. Se pueden utilizar diferentes enfoques 
proteómicos para estudiar de forma cuali y cuantitativa los factores celulares que participan 
durante las infecciones virales (Afroz et al., 2011; Mehta et al., 2008). Este tipo de análisis 
requiere plataformas proteómicas sensibles que permitan la determinación cuantitativa de 
proteínas en muestras biológicas complejas. Recientemente, la aplicación de técnicas 
proteómicas cuantitativas de segunda generación, principalmente las técnicas de identificación 
de proteínas libres de gel, como el “shotgun”, están surgiendo como enfoques analíticos mucho 
más potentes. Este enfoque permite la separación directa, cuantificación e identificación de 
proteínas en una mezcla compleja, basándose en la suposición de que las intensidades de los 
picos registradas en un espectro de masas son directamente proporcionales a las 
concentraciones de iones en la muestra (péptidos analizados). La técnica multidimensional 
protein identification technology (MudPIT) consiste en la separación de péptidos por 
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cromatografía líquida (LC) acoplada directamente a un espectrómetro de masas (Washburn et 
al., 2001). La principal desventaja de esta tecnología es la gran variación entre experimentos, 
debido a que se realiza un análisis comparativo entre dos muestras comparando intensidades 
de picos de dos espectros de masas diferentes. Con el fin de minimizar esta variación entre 
muestras, las proteínas extraídas pueden marcarse diferencialmente con secuencias cortas 
conteniendo isótopos estables de carbono o nitrógeno. De este modo, se pueden analizar de 
manera simultánea diferentes muestras y los mismos péptidos aparecerán como dobletes en el 
espectro de masas. En el caso de ICAT (Isotope-coded affinity tag), las proteínas de dos 
muestras se marcan en residuos de cisteína usando isótopos estables livianos o pesados. Los 
péptidos derivados se separan simultáneamente por LC y se analizan cuantitativamente por 
MS en tándem (MSMS) (Jorrin et al., 2007). 
En el desarrollo de esta tesis, utilizamos ensayos de coinmunoprecipitación (Co-IP) seguidos 
de LC-MSMS, lo que nos permite aislar e identificar complejos proteicos del hospedante que 
interaccionan con la proteína MPCPsV. El espectrómetro de masas que utilizamos para la 
identificación de las proteínas coinmunopurificadas contiene un analizador Orbitrap de alta 
resolución y precisión de masa. 
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HIPÓTESIS 
- Las proteínas de movimiento de los ophiovirus interaccionan específicamente con 
determinadas proteínas del hospedante. 
- Tales interacciones son necesarias para garantizar el movimiento viral tanto célula a 
célula como a larga distancia. 
- La MP de CPsV interacciona con proteínas celulares en su rol como supresora del 
mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional. 
- La MP de CPsV interacciona con proteínas celulares para interferir con otros 
mecanismos de defensa antiviral de la planta. 
 
OBJETIVOS 
Caracterizar las interacciones ophiovirus-hospedante que tienen lugar durante la infección viral, 
y en particular, determinar los factores de la planta que interaccionan con la MP, aportando al 
descubrimiento de los mecanismos utilizados por los ophiovirus para cumplir su ciclo de vida en 
un hospedante determinado.  
Ya que es altamente probable que la MPCPsV forme complejos estables con proteínas celulares 
necesarias para la infección de CPsV, nos propusimos los siguientes objetivos: 
 
1. Optimizar un protocolo de co-inmunoprecipitación para el aislamiento de proteínas de la 
planta que interaccionen con las MPOphiovirus  
2. Aislar proteínas celulares que interaccionen con la MPCPsV utilizando el protocolo 
previamente optimizado 
3. Identificar mediante espectrometría de masas las proteínas celulares aisladas  
4. Establecer relaciones funcionales entre las proteínas celulares identificadas y el 
mecanismo de acción de la MP de los ophiovirus en el ciclo infectivo. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1. Aislamiento de proteínas de N. benthamiana que interaccionan con MPCPsV 
Para buscar las proteínas celulares que interaccionan con la MPCPsV, esta proteína se expresó 
de manera transitoria fusionada a GFP (MPCPsV:eGFP) en hojas de N. benthamiana, para luego 
realizar ensayos de coinmunoprecipitación (Co-IP) usando GFP-Trap_A (Chromotek), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. En la Figura 66 se muestra un esquema del diseño 
experimental utilizado. Brevemente, se incubaron extractos de proteínas de las hojas 
agroinfiltradas con una suspensión de agarosa unida a anticuerpos anti-GFP de camélidos, que 
reconoce la porción de eGFP presente en la proteína de fusión MPCPsV:eGFP. De esta manera, 
el cebo MPCPsV:eGFP junto con las proteínas/complejos que se unen/interaccionan con él, 
sedimentan por centrifugación lenta. El extracto conteniendo las proteínas sedimentadas fue 
analizado por MS, Thermo Orbitrap Fusion; Thermo Scientific. Como control, se utilizó un 
extracto conteniendo las proteínas unidas al anticuerpo provenientes de hojas agroinfiltradas 
sólo con GFP con el fin de identificar las posibles interacciones inespecíficas.  
 
 
Figura 66. Esquema experimental para la búsqueda de proteínas celulares que interaccionen con la MPCPsV. Los extractos 
proteicos obtenidos de plantas de N. benthamiana expresando de manera transitoria GFP o MPCPsV:eGFP se incubaron con una 
suspensión de esferas de agarosa unidas a anticuerpo anti-GFP (GFP-Trap) y los complejos proteicos que se unieron a las 
mismas se sedimentaron por centrifugación lenta. El sedimento obtenido fue lavado varias veces y enviado para su análisis por 
espectrometría de masas (LC-MS/MS). 
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2. Análisis por SDS-PAGE de los sedimentos obtenidos en los ensayos de Co-IP 
Con el objeto de analizar la calidad y cantidad de los extractos proteicos obtenidos, luego de 
realizar la Co-IP se tomó una muestra de los sedimentos y se sometieron a electroforesis en 
geles de poliacrilamida 1D. Los mismos fueron teñidos con nitrato de plata y se analizó el 
patrón de bandas obtenido (Figura 67).  
 
Figura 67. Análisis por SDS-PAGE 10% de los extractos co-inmunoprecipitados. Se 
realizó tinción con nitrato de plata (Blum et al., 1987). PM=marcador de peso molecular 
en kDa. La flecha negra señala la localización aproximada de la proteína MPCPsV:eGFP, 
las flechas grises los péptidos originados por el autoclivaje de MPCPsV:eGFP, y la flecha 
verde la posición de la proteína GFP libre.  
 
Se realizaron tres ensayos independientes de Co-IP y se obtuvieron resultados semejantes al 
analizarse por SDS-PAGE-10%. 
Comparando ambas calles del gel de la Figura 67, podemos observar que la calle 
correspondiente a la muestra MPCPsV:eGFP presenta un número considerable de bandas 
diferenciales a las de la muestra GFP, las cuales se encuentran mayoritariamente entre 40 y 
100 kDa. Estos resultados nos indican que el protocolo utilizado para realizar la Co-IP resultó 
efectivo en el aislamiento de proteínas o complejos proteicos que se encuentren 
interaccionando de manera específica, sea en forma directa o indirecta con la proteína MPCPsV.  
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3. Análisis por espectrometría de masas (Orbitrap)  
Los espectros obtenidos del análisis por MS se analizaron con el programa Proteome 
Discoverer, utilizando las bases de datos de Nicotiana sp y Arabidopsis sp. Los datos de MS 
mostraron un alto número de proteínas identificadas con la proteína MPCPsV:eGFP como cebo, 
que no fueron encontradas en el control GFP. Se analizaron en conjunto los datos procedentes 
de los dos ensayos llevados a cabo. 
De un total de 648 proteínas identificadas en la muestra MPCPsV:eGFP, 414 (64%) proteínas 
fueron únicas para MPCPsV:eGFP, mientras que las 234 proteínas restantes también fueron 
encontradas en la muestra control, por lo que no se tuvieron en cuenta en los análisis 
posteriores.  
Los 414 candidatos de interacción resultantes se clasificaron de acuerdo a su localización 
subcelular (Figura 68). Se encontró un alto porcentaje de proteínas de cloroplastos (27%) y 
citoplasma (24%), seguidas por un porcentaje menor de proteínas nucleares (10%), 
mitocondriales (7%) y asociadas a membranas (8%). También se identificaron en baja 
proporción proteínas de Golgi, ER, PDs, apoplasto, proteasoma, peroxisomas, citoesqueleto y 
vacuola.  
 
 
Figura 68. Distribución cuantitativa (%) de las localizaciones subcelulares conocidas o predichas para los 
414 candidatos de interacción provenientes de dos ensayos independientes. ND, proteínas cuya 
localización no está determinada. 
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Estos candidatos de interacción fueron luego clasificados (ranking) de acuerdo con su PSM 
(peptide-spectrum match) medio. El valor de PSM de una proteína indica la sumatoria de los 
PSMs de cada péptido individual que pertenecen a ese hit. El PSM de cada péptido es el 
número de veces que se hizo espectro de MS/MS de ese péptido, valor que está directamente 
relacionado con la cantidad de ese péptido en la muestra. El valor medio del PSM de una 
proteína, es decir, su PSM total dividido el número de péptidos únicos identificados para ese 
hit, nos da una idea de la abundancia de esa proteína en la muestra, es decir, de la cantidad de 
proteína unida específicamente al cebo MPCPsV:eGFP, y por lo tanto, puede ser utilizado como 
una medida de fiabilidad de cada interacción potencial. Teniendo en cuenta este ranking de 
interacción, el score y las funciones celulares de cada proteína, se eligieron los candidatos de 
interacción más interesantes, que se presentan en la tabla 3.  
 
Proteína Accession PM 
(kDa) 
|PSM| LS Proceso biológico 
Atp-dependent zinc metalloprotease ftsh A0A1J6HX57 76.6 1.1 Chl Proteasa 
Cysteine proteinase inhibitor A0A059TCI1 10.8 1 - Inhibidor de proteasa 
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit P12210 22.1 1 Chl Proteasa serínica 
Cysteine protease CP15 T2BQ67 51.7 1 - Proteasa cisteínica 
Aspartic proteinase a1 A0A1J6JU92 55.2 1 Vacuola Aspartil proteasa. Metabolismo de 
lípidos 
Aspartyl protease family protein A0A1J6IJM6 56.5 1 M Aspartil proteasa 
26s protease regulatory subunit s10b A0A1J6J9I2 44.6 1 Cit Catabolismo de proteinas 
26s proteasome non-atpase regulatory sub.11 A0A1J6J3V0 47.1 1 Proteasoma  
RPN9  Q076B1 41.1 1 Proteasoma Regulación del proteasoma 
F-box protein skip19 A0A1J6KD03 30.4 1 Nu Ubiquitinación de proteínas 
Polyubiquitin 8 Q39256 9.03 2 Nu, Cit, Ap Procesos catabólicos dependientes 
de ubiquitina 
2-methyl-6-phytyl-1,4-hydroquinone 
methyltransferase 
A0A1J6KQ67 38.1 2 Chl Sintesis de tocoferoles y 
plastoquinonas 
Acetyl-coenzyme a carboxylase carboxyl 
transferase subunit alpha 
A0A1J6J3K9 81.1 2 Chl Biosíntesis de ácidos grasos 
Alpha-1,4-glucan-protein synthase A0A1J6JE64 41.1 1.5 PD, G, Ap Biosíntesis de celulosa 
Caffeic acid 3-o-methyltransferase A0A1J6IEI9 39.6 1 Ap Síntesis de lignina 
Hydroxymethylglutaryl coenzyme A synthase A0A0H5AWB2 51.2 1 Cit, PD Biosíntesis de isoprenoides y 
esteroles 
4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate 
synthase (Ferredoxin) 
A0A1J6HW98 82.1 1 Chl Biosíntesis de terpenoides 
Thioredoxin H-type 1 C9DFC1 13.3 1 Cit Homeostasis redox, metabolismo 
de éteres de glicerol 
Oxysterol-binding protein-related protein 3c A0A1J6I066 52.1 1 Cit Transporte de esteroles 
Alpha-amylase 3 A0A1J6JLM8 110 3 Chl Metabolismo de carbohidratos 
Adenylylsulfatase hint1 A0A1J6J5A3 17.6 1 Peroxisoma Metabolismo de purinas 
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit A0A1J6HWD1 40.2 2 Mit. Ciclo TCA 
Putative basal resistance related chitinase Q4ZFU8 10.7 1 M Catabolismo de quitinas 
RCC1, Regulator of chromosome condensation  Q947D2 8.19 2 Nu Regulador de la condensación de 
cromosomas 
Origin of replication complex subunit 1B Q9SU24 7.47 2 Nu Replicación de DNA, transcripción 
Nodulin homeobox F4JI44 101.5 1 Nu, 
Nucléolo 
Regulador negativo de la 
transcripción de RNA antisense 
Pentatricopeptide repeat-containing protein  Q9MAT2 75.1 1 Organelas  Modificación de RNA 
RNA polymerase alpha subunit A0A1L2BNQ5 38.8 1 Chl Transcripción 
Calmodulin-binding transcription activator 6 Q9LSP8 95.3 1 Nu Regulador de la transcripción 
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit I Q38884 36.4 1 cit Componente del complejo eIF-3 de 
incio de la traducción 
Nucleolar complex protein 2 homolog Q9ZPV5 86.9 1 Nu, Biogénesis de ribosomas 
Capítulo 5 
 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
201 
Nucléolo 
Eukaryotic translation initiation factor3 subunitF A0A1J6ILE4 31.4 1 Cit Regulador del inicio de la 
traducción 
Mediator of rna polymerase ii transcription 
subunit 36a 
A0A1J6IVH2 32.6 1 Nu Procesamiento de tRNA y rRNA 
Elongation factor Tu A0A1J6J5A5 48.9 1 Cit, Mit Elongación de la traducción 
Elongation factor 1-gamma 2 A0A1J6IA48 47.5 1 Cit Factor de elongación de la 
traducción 
Polyadenylate-binding protein 5 A0A1J6I4K2 52.2 1 Nu, Cit Unión a la cola poly (A) de los 
mRNAs. Biogénesis, estabilidad y 
traducción de mRNAs 
Protein modifier of snc1 1 A0A1J6IIE2 171.5 1 Nu Regulación de la expresión del 
locus SNC1 a nivel de la cromatina 
Leafy protein D4I5W9 20.9 1 Nu Regulador de la transcripción 
29 kDa ribonucleoprotein b A0A1J6I0M9 31.2 1 Chl, vRNP Estabilización de RNA 
Dead-box atp-dependent rna helicase 37 A0A1J6IJC4 66.2 1 Peroxisoma Desplegado de estructuras 
secundarias de RNA 
Gibberellin receptor gid1b A0A1J6ITP3 38.9 1 Nu, Cit Receptor soluble de giberelinas 
Glutamate decarboxylase A0A1J6IS54 55.8 1.5 Nu, Cit Biosíntesis de GABA 
ABA2 A8UDS7 47.3 1 Cit Biosíntesis de ABA 
Protein tss A0A1J6JCI1 208.9 1 - Respuesta a ABA 
Tripeptidyl-peptidase 2 F4JVN6 152.3 1 Chl, Cit, M, 
Vacuola 
Respuesta a estrés 
Kinase with adenine nucleotide alpha 
hydrolases-like domain-containing protein 
F4IK85 78.1 1 MP Respuesta a estrés 
Cytochrome p450 94c1 A0A1J6JYX4 55.5 1 Chl Vía de señalización del ácido 
jasmónico. Respuesta a heridas 
Peroxisomal fatty acid beta-oxidation 
multifunctional protein aim1 
A0A1J6INQ7 78.1 1 Peroxisoma β oxidación de ácidos grasos, 
biosíntesis de ácido jasmónico 
RHM1 A0A1J6K0S2 75.3 1 PD, Cit Transporte de auxinas 
B3 domain-containing protein REM16 Q8RYD1 38.7 1 Nu Respuesta a Auxinas 
Auxin response factor (ARF) A0A1J6K8F5 76.9 1 Nu Factor de respuesta a auxinas 
Argonaute 4a A0A0A1WCV4 101.9 1 Nu Silenciamiento de RNA. 
Metilación de DNA 
PDR-type ABC transporter 2 Q76CU1 122.2 1 M Transporte de ABA. Interacción 
planta-patógeno 
Harpin binding protein 1 E0X584 29.4 1 Chl, Nu, M Defensa, organización de 
cloroplastos 
Autophagy-like protein Q4PL95 30 1 M Autofagia  
Hypersensitive-induced response protein 3 A0A1J6I4H6 45.9 1 M Defensa. HR 
TIR-NBS-LRR class disease resistance protein B3H776 135.9 1 M Defensa 
RING-H2 finger protein ATL2 Q8L9T5 34 1 M Defensa 
Elicitor-responsive protein 3 A0A1J6L645 16 1 Cit, PM Defensa, señalización 
Cinnamoyl-coa reductase 2 A0A1J6J1Y9 35.6 1 Cit Defensa. Sintesis de compuestos 
fenólicos asociados con la HR 
Glycine-rich rna-binding protein A0A1J6JV17 14.3 2 Nu, Cit Unión a ácidos nucleicos. 
Defensa 
Skp1-like protein A0A1J6KBZ0 17.4 1 Nu, Cit Interacción virus-hospedante, vía 
de señalización del etileno 
Adenosine kinase 1 (ADK1) Q9SF85 37.8 1 Celular  Interacción virus-hospedante. 
Defensa, silenciamiento de RNA 
Cell division cycle protein 48-like protein 
(CDC48-like) 
A0A1J6JM35 89.3 1.2 - Chaperona 
MIP1.2 U5PY93 46.8 1.4 - Plegamiento de proteínas 
MIP1.4a U5PYM4 44.8 1 ND Plegamiento de proteínas 
Dnaj protein-like  A0A1J6KZT8 46.7 1.4 Cit Plegamiento de proteínas 
Calnexin-like protein (Fragment) A0A1J6K8I8 78.4 1.3 ER Plegamiento de proteínas, 
chaperona 
Endoplasmin-like protein A0A1J6JUR6 93 1 Cit Chaperona 
Heat shock protein 90-6 F4JFN3 90.5 1 Mit Chaperona 
Chaperone protein dnaj a6 A0A1J6IIW3 54.4 1 Chl Chaperona 
Dnaj protein erdj3b A0A1J6IBW6 39.1 1 ER Chaperona 
Tetratricopeptide repeat domain-containing 
protein 
F4JQB2 17.8 1 - Unión a Hsp90 
Hsp70-hsp90 organizing protein 2 A0A1J6J538 64.9 1 Cit, Nu Media la asociación de las 
chaperonas HSP70 y HSP90 
Capítulo 5 
 
Tesis Doctoral – Lic. M. Belén Borniego 
202 
T-complex protein 1 subunit eta A0A1J6IPU8 60.2 1 Cit Chaperona 
Protein tic110 A0A1J6IJT6 112.4 1 Chl Importación de proteínas al 
cloroplasto. Responde a péptidos 
de tránsito a cloroplastos. 
Mitochondrial-processing peptidase subunit 
alpha 
A0A1J6IFX5 54.6 1 Chl, Mit Clivaje de péptidos de transito a 
mitocondria 
Chaperonin cpn60-2 A0A1J6IMW5 61.3 1 Cit, Mit Importación y ensamblado de 
proteínas mitocondriales.  
Protein tic 100 A0A1J6K1L6 95.1 1 Chl Importación de proteínas al 
cloroplasto 
Protein TIC 214 Q33BW4 225.3 1 Chl Importación de proteínas al 
cloroplasto 
Protein translocase subunit SecA A0A1J6JAB4 116.2 1 Chl Importación de proteínas al 
cloroplasto 
Inner membrane protein ppf-1 A0A1J6K6W3 21 1 Chl Inserción de proteínas en 
membrana 
Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier-like 
protein 
A0A097BTX9 30.6 1 M Transporte de proteínas de 
mitocondria 
Protein transport protein sec13-like b A0A1J6JDW3 25.1 1 Nu, G Transporte de proteínas y mRNA. 
Movimiento viral  
RabE1 I1Y996 23.7 1 PM, G Tráfico de membranas desde Golgi 
a membrana plasmática 
Nuclear transport factor 2 (NTF2) family protein F4JYE8 31.6 1 Cit Transporte de complejos de 
ribonucleoproteínas 
Protein suppressor of k(+) transport growth 
defect 1 
A0A1J6KMH1 48.4 1 Cit, Nu, PD, 
endosomas 
Transporte de proteínas 
Coatomer subunit alpha A0A1J6J297 137 1.1 Cit, G Transporte intracelular de 
proteínas 
Coatomer subunit beta A0A1J6I8M1 105.8 1 Cit, G Transporte intracelular de 
proteínas 
Clathrin heavy chain A0A1J6I4I0 192.9 1 Cit, M, Chl, 
PD, G 
Transporte intercelular de 
proteínas 
Ap-2 complex subunit mu A0A1J6KE97 49.3 1 G, M Transporte de proteínas 
Patellin-3 (PATL-3) A0A1J6IZV6 69.8 1 Cit, M Transporte. Ciclo celular 
Uncharacterized protein A0A1J6JK25 50.6 1 - Transporte 
Myosin XI-K B0CN61 172.5 1 Myosin 
complex 
Transporte viral célula a célula. 
Unión a actina 
Myosin XI-2 B0CN59 171.5 1 Myosin 
complex 
Transporte viral célula a célula. 
Función motora 
Myosin-6 A0A1J6L3G6 171.6 1 Citoesq. Función motora 
At3g53320 Q9LFI5 59.1 1 Cit Complejo asociado a microtúbulos 
Fibrillarin 2 B7VCB9 32.6 1 Nu Procesamiento de tRNA, rRNA, 
movimiento de complejos de 
vRNP 
DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 8 Q8RXK6 57.7 1 Cit, P-
body, SG 
Metabolismo de RNA, transporte 
de mRNA. Proceso viral. 
Respuesta a estrés. Interacción 
proteína-RNA 
Actin A0A1J6I0R8 41.7 1 Citoesq. Transporte 
Actin-depolymerizing factor 4 A0A1J6J1R8 16 1 Citoesq. Despolimerización de filamentos 
de actina 
Villin-3 (VLN3) A0A1J6I449 104 1 Cit, Citoesq. Ensamblado de haces de 
filamentos de actina 
Ankyrin repeat domain containing protein 2 
(ANK) 
A0A0A7EAN9 37.1 1 Nu, Cit, Chl Chaperona. Movimiento célula a 
célula de TMV 
Calreticulin-3 A0A1J6IYI8 51.9 1 ER, PD Chaperona. Movimiento viral 
célula a célula 
Cytochrome f A0A1L2BNM5 35.2 2 Chl Fotosíntesis 
Photosystem I reaction center subunit X  Q5EEQ1 13.4 2 Chl Fotosíntesis 
Magnesium protoporphyrin ix methyltransferase A0A1J6IPF8 35.2 1.3 Chl Biosíntesis de clorofila 
Ultraviolet-b receptor uvr8 A0A1J6KGG0 122.3 2 Nu, Cit UV-B fotoreceptor 
Pentatricopeptide repeat-containing protein Q66GP4 69.5 3 Chl Modificación de RNA, organización 
de cloroplastos 
Probable pectinesterase 30 (PME30) Q3EAY9 55.4 1 CW Modificación de las pectinas de 
la pared celular 
Protein kinase pvpk-1 A0A1J6J952 72.5 2 Nu, Cit, PM Serina/treonina kinasa 
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Putative lrr receptor-like serine/threonine-
protein kinase irk 
A0A1J6IFN1 104.9 1 M Receptor de membrana con 
actividad kinasa 
Heterotrimeric G protein beta 1 subunit C5MTW1 35.8 1 Cit, G, M - 
ATP synthase delta chain P32980 26.8 1.3 Chl Síntesis de ATP 
Developmentally-regulated g-protein A0A1J6IUG0 44.6 1 Cit - 
Histone H2B A2IBL2 15.8 1 Nu Unión a DNA 
Putative f-boxkelch-repeat protein A0A1J6IHE4 41 2 - - 
14-3-3-like protein C P93343 29.3 1 Nu - 
Stem-specific protein tsjt1 A0A1J6I1S9 27.3 2 PM - 
FtsH-like protein C9DFA3 22 1.2 - - 
      
Tabla 3. Lista de proteínas celulares coinmunoprecipitadas con MPCPsV:eGFP. Se indica el nombre de cada proteína, su 
número de acceso, su peso molecular (kDa), su valor de PSM medio (|PSM|), su localización subcelular (LS) y el proceso 
biológico en que está involucrada. M=membrana, PD=plasmodesmos, PM=membrana plasmática, G=Golgi, Nu=Núcleo, 
Cit=citoplasma, Citoesq=citoesqueleto, Chl=cloroplastos, SG=gránulos de estrés, Mit=mitocondrias, Ap=apoplasto, CW=pared 
celular, ER=retículo endoplasmático. Se destacan en negrita las proteínas con función conocida en el proceso de interacción 
planta-patógeno. 
 
4. Análisis de las funciones de las proteínas celulares que coinmunoprecipitan con 
la MPCPsV  
Las 120 proteínas seleccionadas se clasificaron de acuerdo a su función celular y/o al proceso 
biológico al que están asociadas (Figura 69).  
 
 
Figura 69. Distribución cuantitativa (%) de las 120 proteínas seleccionadas en base al proceso biológico 
al que están asociadas.  
 
La gran cantidad de interacciones entre los virus de plantas y sus hospedantes, que tienen 
lugar durante la infección conducen a los trastornos fisiológicos responsables de las 
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enfermedades de las plantas, que en última instancia, representan las principales limitaciones a 
la productividad agrícola en todo el mundo. En general, en las interacciones planta-patógeno, 
las plantas activan una respuesta de defensa multicapa, incluyendo el silenciamiento de RNA, 
las vías de defensa mediadas por hormonas, la degradación de proteínas y la reprogramación 
transcripcional masiva, incluyendo la inducción de genes asociados con las respuestas de 
defensa. Sin embargo, los virus pueden hacer frente a estas señales de defensa de la planta 
suprimiendo el sistema inmune del huésped y/o manipulando la red de señalización de defensa 
del hospedante en su propio beneficio afectando la señalización hormonal o la ruta de 
degradación del proteasoma. Muchas proteínas supresoras virales pueden dirigirse a múltiples 
pasos de la vía de silenciamiento de RNA para vencer los mecanismos antivirales del 
hospedante. 
En las siguientes secciones se describen algunas de las proteínas celulares seleccionadas que 
participan en los procesos de interacción con patógenos anteriormente mencionados. 
4.1. Transporte de macromoléculas 
La mayoría de las proteínas seleccionadas (18%) (Tabla 3, Figura 69) están vinculadas a los 
mecanismos de transporte intracelular de proteínas y ácidos nucleicos. En particular, dentro de 
este grupo se destacan la Miosina XI-2 y XI-K, Fibrilarina y PATL-3, las cuales se sabe por 
bibliografía que están involucradas en el transporte viral (Amari et al., 2014; Chang et al., 2016; 
Harries et al., 2009b; Kawakami et al., 2004; Kim et al., 2007a; Peiro et al., 2014). Para lograr el 
gating de los PDs, la MPTMV interacciona con la proteína ANK (ankyrin repeat-containing 
protein) en el PD. La interacción entre MPTMV-ANK conduce a una disminución de los niveles de 
calosa en los PDs y promueve el movimiento célula a célula de MPTMV (Ueki et al., 2010), 
probablemente mediante el reclutamiento y/o la activación de β-1,3-glucanasas. Algo similar 
podría ocurrir ente la MPCPsV y la ANK identificada. La ANK tiene múltiples actividades, 
incluyendo la unión y el transporte de cloroplastos a su destino, la resistencia a enfermedades 
causadas por bacterias y virus, y la participación en la eliminación de las especies reactivas de 
oxígeno. Otra de las proteínas de la cuales se conoce su interacción con MPs, es la 
calreticulina. En este caso, la interacción inhabilita a la MPTMV para llegar a los PDs, y por lo 
tanto tiene un papel negativo en el movimiento célula a célula de TMV (Chen et al., 2005). Otra 
proteína interesante es ‘DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 8’, ya que está reportado que 
las DEAD-box helicasas son cruciales para las vías de señalización que median las 
interacciones virus-hospedante en mamíferos (Andrejeva et al., 2004; Heung and Del Poeta, 
2005). Se sabe que una proteína ADF (actin-depolymerizing factor) interacciona con la proteína 
P3 de Soybean mosaic virus (SMV), y que tal interacción sería necesaria para el movimiento de 
este virus (Lu et al., 2015). La proteína NTF2 (Nuclear transport factor 2) facilita el transporte de 
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proteínas al núcleo, y podría estar formando parte de un sistema multicomponente de factores 
citosólicos que se ensamblan en el complejo del poro nuclear durante la importación nuclear. 
Las estrategias de movimiento célula a célula de los virus están necesariamente limitadas por 
el equipamiento celular disponible y por el hecho de que todos los virus estudiados hasta la 
fecha deben pasar a través de los PDs. La calreticulina, una proteína residente en ER que 
secuestra calcio, se une a MPTMV in vitro e in vivo e interfiere con su localización en PDs (Chen 
et al., 2005). La calreticulina y la MPTMV parecen compartir tanto los patrones de localización 
subcelular como las vías de transporte. Ambas se localizan en PDs (Baluska et al., 1999; Ding 
et al., 1992; Laporte et al., 2003; Tomenius et al., 1987), donde pueden ser transportadas por 
su asociación con el ER (Heinlein et al., 1998; Ostwald and MacLennan, 1974; Reichel and 
Beachy, 1998). Una posibilidad es que la calreticulina, que lleva un péptido señal, le suministre 
a la MPTMV, que carece de tal secuencia señal (Atkins et al., 1991; Deom et al., 1991), la 
capacidad de entrar en la vía secretora, que finalmente entregará a ambas a los PDs. Esta 
hipótesis es apoyada por el hecho de que la calreticulina no es la única proteína asociada al 
ER que interacciona con la MPTMV. De hecho, se ha demostrado que la llegada y el anclaje de 
la MPTMV a los PDs requieren de la interacción con una pectin-metilesterasa (PME) asociada a 
la pared celular (Chen et al., 2000; Dorokhov et al., 1999; Lionetti et al., 2014). Esto sugiere 
que la unión a los factores del hospedante que contienen secuencias señal, puede representar 
una estrategia general empleada por MPTMV para entrar en la vía secretoria. Sin embargo, la 
calreticulina podría tener un papel más activo en el movimiento viral. Por ejemplo, la interacción 
con MPTMV podría alterar la actividad de la calreticulina dentro de los PDs, induciendo cambios 
en la permeabilidad de los mismos (Chen et al., 2005). Por último, tanto la actina como las 
miosinas son necesarias para la interacción entre la MPTMV y los PDs (Amari et al., 2014; 
Hofmann et al., 2007).  
4.2. Defensa frente a patógenos 
Aproximadamente un 10% de proteínas que hemos encontrado están relacionadas con los 
mecanismos de defensa de la planta frente a patógenos. Dentro de éstas, se destaca la 
proteína AGO4, la cual se sabe que interacciona con las proteínas supresoras 16K de TRV, 2b 
de CMV y p37 de Pelargonium line pattern virus (PLPV) para inhibir la formación de complejos 
de silenciamiento de RNA (Fernandez-Calvino et al., 2016; Hamera et al., 2012; Perez-
Canamas and Hernandez, 2015). Otra proteína interesante es ‘PDR-type ABC transporter 2’, ya 
que se ha reportado que los transportadores ABC de tipo PDR están implicados en respuestas 
a patógenos (Stein et al., 2006). La proteína ADK1 también se destaca dentro de este grupo, 
como es el caso de las proteínas AL2 de TGMV y L2 de beet curly top virus (BCTV) que 
interaccionan e inactivan las adenosin quinasas (ADK) de la planta. Estas kinasas participan de 
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las vías de defensa mediadas por SNF1 y por el silenciamiento de RNA (Eckardt, 2003; Wang 
et al., 2005; Wang et al., 2003). Se ha descripto que la sobreexpresión de la proteína AtGRP7 
(glycine-rich RNA-binding protein 7) confiere resistencia contra diferentes patógenos, entre los 
que se encuentra TMV (Huh and Paek, 2013; Lee et al., 2012). 
4.3. Proteólisis 
Del grupo de proteínas involucradas en el catabolismo de proteínas (9%), se destacan las 
relacionadas con el proteasoma 26S, como la proteína ‘F-box protein skip19’. La mayoría de 
las FBPs (F-box proteins) caracterizadas son componentes del complejo SCF (SKp1, Cullin, F-
box protein) E3 ubiquitina-ligasa. Este complejo participa en el reconocimiento y reclutamiento 
de proteínas diana para su ubiquitinación y degradación por el sistema ubiquitina-proteasoma 
26S (UPS, ubiquitin 26S proteasome system).  
Las plantas emplean la vía del sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) como una estrategia de 
defensa antiviral. Así mismo, se ha reportado que los virus explotan este sistema en su propio 
beneficio, induciendo, inhibiendo o modificando diferentes proteínas del hospedante 
relacionadas con la ubiquitina (Alcaide-Loridan and Jupin, 2012; Correa et al., 2013; Verchot, 
2016). El UPS desempeña un papel central en una amplia gama de procesos fundamentales 
de las plantas, incluyendo la degradación y la modificación funcional de las proteínas celulares 
y la señalización en respuesta a estímulos abióticos y bióticos (Luo, 2016; Sadanandom et al., 
2012). En el contexto de las interacciones virus-planta, el UPS es utilizado por muchos virus 
para mantener niveles adecuados de proteínas virales y para lograr una infección exitosa. Los 
virus hacen uso del UPS para controlar la calidad de sus propias proteínas y para mejorar su 
efectividad. Concomitantemente, las plantas usan esta vía como otra capa de resistencia, 
dirigida principalmente a la degradación de las proteínas virales (Alcaide-Loridan y Jupin, 
2012). La participación del UPS en los mecanismos de defensa de las plantas ocurre a 
diferentes niveles, desde la ubiquitina hasta el proteasoma 26S (Dielen et al., 2011). Debido a 
la compleja red que involucra a diferentes componentes del UPS con proteínas virales de 
varios grupos de virus de plantas, se considera que la perturbación de la vía de ubiquitina 
podría ser un mecanismo conservado en las interacciones virus-hospedante. 
En los últimos años, se ha encontrado que varias proteínas codificadas tanto por virus animales 
como por virus de plantas, redirigen los componentes de ubiquitinación del hospedante para 
sus propias necesidades. La mayoría de estas proteínas virales actúan sobre las vías celulares 
que dependen del sistema SCF para su regulación, como la inmunidad innata, la transducción 
de señales y las vías del ciclo celular (Chiu et al., 2010; Earley et al., 2010; Fusaro et al., 2012; 
Thiel et al., 2012; Thiel and Varrelmann, 2009; Ye et al., 2011). Además, se ha demostrado que 
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la subunidad RPN9 del proteasoma 26S contribuye a la diseminación sistémica de TMV y 
TuMV (Jin et al., 2006; Mekuria et al., 2008; Reichel and Beachy, 2000). 
La proteína PME30 es otra de las proteínas que sobresalen en esta lista, ya que como se 
mencionó en la introducción de este capítulo, la MP de TMV y de otros virus interaccionan con 
PME (pectin methylesterase) para facilitar el movimiento viral célula a célula (Chen et al., 2000; 
Harries and Ding, 2011). 
4.4. Chaperonas 
Un 10% de las proteínas identificadas resultaron tener función como chaperonas. Dentro de 
este grupo, se identificó la proteína CDC48 (CELL-DIVISION-CYCLE protein48), que como se 
mencionó anteriormente es inducida durante la infección por TMV, interacciona y promueve la 
degradación de su MP (Niehl et al., 2012). Se cree que CDC48 controla el movimiento de TMV 
mediante la separación de la MP de la vía de transporte por ER (Niehl et al., 2013). 
4.5. Biosíntesis y respuesta a hormonas 
Aproximadamente un 9% de las proteínas encontradas están involucradas en la biosíntesis, 
transporte y respuesta a hormonas. La alteración hormonal desencadenada por las infecciones 
virales se manifiesta como la inducción simultánea de muchas hormonas antagonistas y el 
concomitante desencadenamiento de las respuestas de defensa (Alazem and Lin, 2015). Las 
hormonas vegetales desempeñan un papel importante en los sistemas de señalización 
intercelular y sistémica, regulando los procesos de desarrollo y las respuestas de las plantas 
frente al estrés biótico y abiótico (Bari and Jones, 2009). El papel del ácido jasmónico (JA) en la 
defensa antiviral es controversial. Se ha reportado durante la infección por geminivirus que los 
genes implicados en la vía del JA son generalmente suprimidos (Ascencio-Ibanez et al., 2008). 
En contraste, múltiples genes relacionados con esta vía de señalización resultaron regularse de 
manera positiva en plantas de tabaco transgénicas que expresan la proteínas supresora AC2 
de African cassava mosaic virus (Soitamo et al., 2012). También se ha demostrado que la vía 
del etileno podría desempeñar un papel importante durante la defensa antiviral (Fischer and 
Droge-Laser, 2004; Love et al., 2007; Love et al., 2005). El ácido abscísico (ABA) desempeña 
un papel clave en la modulación de las respuestas de las plantas al estrés biótico y abiótico. 
Aunque la participación de ABA en el estrés biótico se ha estudiado ampliamente, el rol del 
ABA en la replicación y movimiento viral no están aún bien caracterizados (Alazem et al., 2014; 
Alazem and Lin, 2015). Las infecciones virales también pueden perturbar las rutas de 
señalización de auxinas, citoquininas y giberelinas. La replicasa de TMV interacciona con 
proteínas relacionadas con la auxina IAA, dando lugar a modificaciones en la regulación génica 
mediada por auxina (Padmanabhan et al., 2005; Padmanabhan et al., 2008). La proteína 
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AC2/AL2 de geminivirus interacciona con una ADK de arabidopsis, lo que conduce a un 
incremento en la expresión de genes de respuesta a citoquininas (Baliji et al., 2010).  
4.6. Kinasas 
La proteína PVPK1 y el receptor de membrana IRK que hemos identificados pertenecen a la 
familia de las Ser/Thr protein kinasas. Se ha reportado que una proteína de membrana con 
dominio Ser/Thr kinasa de N. benthamiana estaría involucrada en la regulación del movimiento 
célula a célula de BaMV (Cheng et al., 2013). Además de ésta, muchas otras kinasas están 
involucradas en el ciclo viral, principalmente regulando la actividad de las MPs (Lee et al., 
2005; Matsushita et al., 2003; Modena et al., 2008). 
 
En resumen, los resultados presentados en este capítulo nos abren un nuevo panorama en 
cuanto a la biología de la infección de CPsV, y muy probablemente a la de otros ophiovirus, 
permitiéndonos plantear diferentes hipótesis sobre los mecanismos celulares que tienen lugar 
durante su ciclo infectivo.  
Como se ha mencionado, algunas de las interacciones entre proteínas virales y celulares 
pueden explicarse de varias maneras, lo que sugiere que estas interacciones pueden ser 
multifuncionales. 
Debido a la diversidad de proteínas relacionadas con los mecanismos de defensa que 
posiblemente interaccionen con la MPCPsV, podemos hipotetizar que la MP de los ophiovirus 
podría ser considerada como un inductor de la defensa del hospedante N. benthamiana. 
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CONCLUSIONES 
 
- Se optimizó un protocolo para el aislamiento de complejos proteicos que se encuentran 
en asociación con la proteína MPCPsV que permitió la identificación de las proteínas 
presentes.  
- Se identificaron por espectrometría de masas 414 proteínas co-inmunoprecipitadas de 
manera específica con MPCPsV, utilizando las bases de datos de Nicotiana sp y 
Arabidopsis sp. 
- Se realizó una búsqueda bibliográfica correspondiente a la información accesible de las 
proteínas más interesantes o atractivas desde el punto de vista de su función, sea celular 
o en el ciclo viral. 
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PERSPECTIVAS 
Se validarán los datos de proteómica obtenidos mediante ensayos que nos permitan 
comprobar tales interacciones in vivo. Para esto, se realizarán ensayos de FRET-FLIM entre la 
MPCPsV y algunas de las proteínas que coinmunoprecipitan con ella, que serán seleccionadas 
en base a su posible rol en el ciclo viral. Se clonarán los genes codificantes de estas proteínas 
en plásmidos binarios que permitan su fusión traduccional a proteínas reporteras fluorescentes. 
Una vez comprobadas tales interacciones, se analizará la funcionalidad de las mismas 
mediante la generación de plantas de N. benthamiana y N. occidentalis silenciadas, que serán 
desafiadas con CPsV. Se evaluará el curso de la infección, esperando observar cambios en el 
fitness viral, ya sean positivos o negativos. Debido a que N. benthamiana es hospedante local y 
asintomático de CPsV, esperamos encontrar alguna proteína celular involucrada ya sea en la 
defensa como en el movimiento viral, cuyo silenciamiento de como resultado un cambio 
drástico en favor de la infección. Por el contrario, debido a que en N. occidentalis el virus puede 
moverse e infectarla sistémicamente, buscaremos silenciar aquellas proteínas celulares que 
estén interaccionando con la MP para favorecer el proceso infectivo.   
Como se mencionó en el capítulo 2, la proteína MPCPsV tiene la capacidad de autoclivarse, 
originando dos péptidos de menor tamaño, cada uno con propiedades específicas (Robles 
Luna et al., 2017a). Teniendo en cuenta este procesamiento, en los ensayos de 
coinmunoprecipitación realizados con la proteína MPCPsV:eGFP, aquellas proteínas celulares 
que interaccionan de manera específica con el péptido N-terminal originado luego del 
autoclivaje no fueron identificadas. El péptido N-terminal es el que contiene el dominio 30K 
(mencionado en el capítulo 1), por lo que es de particular interés repetir los ensayos de 
coinmunoprecipitación con este péptido fusionado a eGFP, construcción que ha sido obtenida 
por Gabriel Robles Luna en nuestro laboratorio. En este ensayo, esperamos aislar proteínas 
que estén en su mayoría relacionadas con el transporte celular y los PDs.  
Los resultados obtenidos en este estudio nos indican que la MP de CPsV sería capaz de 
interaccionar con numerosos componentes del hospedante, posiblemente produciendo una 
amplia gama de efectos fisiológicos en éste, incluyendo la modificación del SEL de los PDs, la 
inducción de diferentes hormonas y la alteración de los mecanismos de defensa.  
Debido al gran número de efectos fisiológicos que posiblemente esté causando la expresión de 
MPCPsV dentro de la célula, y ya que contamos con líneas transgénicas de N. benthamiana que 
expresan de manera constitutiva esta proteína viral, sería muy interesante poder medir 
diferentes parámetros metabólicos y fisiológicos en estas líneas, como la acumulación de 
especies reactivas de oxígeno, el grado de acumulación de calosa en los PDs, los niveles de 
ácido salicílico y hormonas, el nivel de expresión de determinados genes, en particular aquellos 
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asociados a los mecanismos de defensa antiviral, entre otros. Estos datos nos brindarán una 
idea de los procesos metabólicos que están siendo afectados por la expresión de MPCPsV, 
posiblemente relacionados con algunas de las proteínas celulares identificadas en los ensayos 
mostrados en este capítulo. 
 
 
  
cONCLUSIONES 
GENERALES
  
  
The simplicity of the genome structure of plant 
viruses belies the true impact that plant virus 
proteins have on the physiology of the plant. 
(Schoelz et al, 2015) 
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CONCLUSIONES GENERALES 
 
- Se determinó la pertenencia de la MPophiovirus a la superfamilia 30K de proteínas de 
movimiento viral, encontrándose un residuo de ácido aspártico altamente conservado que es 
fundamental para las funciones de movimiento viral célula a célula de la MP 
 
- Se identificaron posibles dominios y motivos funcionales presentes en la MPCPsV: 1) una 
NLS_BP funcional entre los aminoácidos 255 y 271, 2) una posible PLS presente en el 
extremo N-terminal, 3) un péptido de tránsito a cloroplastos de 21 residuos aminoterminales, 
y 4) un dominio C-terminal necesario para el auto-clivaje de la MP.  
 
- Se identificaron posibles dominios y motivos responsables de la localización subcelular de la 
proteína 24K de CPsV: 1) una NES entre los aminoácidos 156 y 170 involucrada en la fusión 
de los agregados nucleolares, 2) un motivo WG entre los aminoácidos 11 y 18 que sería 
responsable de la localización de 24K en D-bodies, 3) un dominio C-terminal necesario para 
la acumulación nucleolar de 24K, y 4) un dominio N-terminal requerido para la acumulación 
de 24K en Cajal bodies y otros agregados nucleolares. 
 
- Se encontró que el transporte sistémico de CPsV estaría regulado por la actividad de su MP. 
 
- Se identificaron 414 proteínas de la planta que posiblemente interaccionen con MPCPsV. 
Encontrándose que un alto porcentaje de las mismas participan en el transporte celular de 
macromoléculas y en las distintas etapas de expresión génica. También se identificaron 
proteínas asociadas con la respuesta frente a patógenos y hormonas, y proteínas del 
sistema ubiquitina-proteasoma 
. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1. Materiales 
1.1. Reactivos químicos 
Durante el desarrollo de este trabajo se usaron reactivos de grado analítico de Merck 
(Darmstadt, Alemania), Sigma (St. Louis, EE.UU.), Fluka (Buchs, Suiza), Carlo Erba (Milán, 
Italia). Las drogas y enzimas empleadas en los experimentos de Ingeniería genética fueron de 
grado Biología Molecular de Sigma (St. Louis, EE.UU.), Boehringer Mannheim (Mannheim, 
Alemania), Promega (Madison, EE.UU.), New England Biolabs, NEB (Beverly, EE.UU.) o Gibco 
BRL (Gaithersburg, EE.UU), PIERCE (Pierce iotechnology, Rockford, Illinois EEUU). Kits de 
clonado de Thermo Fisher Scientific (USA), y de co-inmunoprecipitación (Chromo Tek, 
Alemania). 
1.2. Cepas bacterianas 
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las cepas bacterianas de Escherichia coli y 
Agrobacterium tumefaciens detalladas a continuación. 
Escherichia coli 
- DH5αF’: E. coli supE44 ΔlacU169 (φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1.  
- TOP10: E. coli F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacΧ74 recA1 araD139 Δ(ara-
leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG λ-. 
Agrobacterium tumefaciens 
- GV3101::pMP90: con resistencia a Rifampicina en el genoma y Gentamicina en el plásmido 
Ti, pTiC58ΔT-DNA. 
1.3. Vectores de clonado 
- pCR8GW/TOPO, Thermo Fisher Scientific (USA). 
- pGEM-T, Promega (Madison, EEUU) 
1.4. Plásmidos binarios 
- Plásmidos pB7FWG2.0, pB7RWG2.0 y pB7WGF2.0 para el desarrollo de fusiones 
traduccionales a proteínas fluorescentes (Karimi et al., 2002). Cedidos gentilmente por 
División de Genómica funcional del Departamento de Biología de sistemas de plantas (VIB-
Ghent University). 
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- pBin61-P19: para expresión in planta de la proteína supresora del silenciamiento génico P19 
(Voinnet et al., 2003). 
- pGDG: para la expresión de GFP citosólica (Goodin et al., 2002).  
- pPDCB1:mCherry: para la expresión de la fusión C-terminal a mCherry de Plasmodesmata 
callose binding protein 1 (Simpson et al., 2009). 
- pRFP: para la expresión de la proteína mRFP libre (Robles Luna et al., 2013). 
- pROK.2.Fibrillarin-mRFP: para la expresión in planta de la proteína fibrilarina fusionada en su 
extremo C-terminal a mRFP (Kim et al., 2007b). 
- pROK.2.U2B”-mRFP: para la expresión in planta de la proteína U2B” fusionada en su extremo 
C-terminal a mRFP (Kim et al., 2007b). 
- pK7RWG2.0-TUA2:mRFP: para la expresión de α-tubulina fusionada en su extremo C-
terminal a mRFP (Van Damme et al., 2004). 
1.5. Vectores virales 
- pJL24: para la expresión del virus TMV:GFP (Lindbo et al., 2007). 
- pJLTRBO-GFP: para la expresión del virus TMV∆CP:GFP (Lindbo et al., 2007). 
- pCB301-CMV RNA 1: para la expresión del RNA1 de CMV (Shen et al., 2014). 
- pCB301-CMV RNA 2: para la expresión del RNA2 de CMV (Shen et al., 2014). 
- pCB301-CMV RNA 3: para la expresión del RNA3 de CMV (Shen et al., 2014). 
- pCB301-CMV RNA3-MP::erGFP: para la expresión del RNA3∆MP::erGFP de CMV (Shen et 
al., 2014). 
- pCXSN-CMV MP: para la expresión de la MP de CMV (Shen et al., 2014). 
1.6. Cebadores  
En la siguiente tabla se muestran las secuencias de los oligonucleótidos utilizados durante el 
trabajo de tesis. 
Nombre Secuencia 5’-3’ 
24Ks ATGGCTGAATATATAGAAG 
24Kas CTCGCGGAAAGAATTGTCTG 
24Kf ATATATAGAAGTAAGAGTTGAAAATTTACA 
24KW15As GAAAATTTACACAAAGCTGGGTTGGAATTG 
24Kmut1s ATGATAGTCAATGAGGATTGCATC 
24Kmut2as TATCCAATTTAGTATTCTTG 
24Kmut3s AGAAGAGCTGCTAGAAAACAAAATAGATG 
24Kmut3as TGTTTTCTAGCAGCTCTTCTGTTATTTCC 
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A TAGATCCATGCTCAGTCACC 
B GGTCACAGGTAGTAACAGTT 
M13 Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG 
M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC 
54KD141A_s GTAAGCTTGGTTGCTGATGGAAAAG 
54KD141A_as AGCTTCTTTTCCATCAGCAACCAAG 
54Kmut1s TGAGCACAAACTTGGAGGTGAAAGTAGTC 
54Kmut1as TCACCTCCAAGTTTGTGCTCATCCTTTTTG 
54Kmut2s AGATAAACCAAAGGGAAGGGAAGGGTGTG 
54Kmut2as TCCCTTCCCTTTGGTTTATCTCATCAGACAC 
54Kmut3s AGGAGTTGCTTACACACTGTTGAAGGAGG 
54Kmut3as ACAGTGTGTAAGCAACTCCTCCAAAATTTC 
54Kmut4s ATGGAAGGCATTAATGATGCC 
54Kmut5as AGACAAAATATTGTCCCCAAGG 
55Ks CATATGCAAAACAGTTTTCATCC 
RNA2as2 GCATATAGATCTTCAATCTATC 
55D174As TTCGATTAATGCTAGTTCTGTAAGG 
55D174Aas ACCCTTACAGAACTAGCATTAATCG 
CMVRNA3∆MP_R GCCTCGGGAAATCTAACAC 
CMVRNA3∆MP_F CACTTTGGTGCGTATTAGT 
CMVRNA3:54k_F GTGTTAGATTTCCCGAGGCATGTCAATGGCAAGCTTT 
CMVRNA3:54k_R ACTAATACGCACCAAAGTGTCACTCAATTTTGATCTCA 
MP-CMV_r GAAACGCATTGCCCATCT 
MP-CPsV_r CCATTGTCACCGTCTACC 
CMV-RNA3_f ATTTGAGTCGTGCTGTCC 
GFP-ER_r GGGTGTCTCCCTCAAACT 
pTRBOG∆MCfw GGTTACCTAAATAATAGACGGAGGGCCCATGGAAC 
pTRBOG∆MCrev TCTATTATTTAGGTAACCTTTGTCAGGTCGATAAACTC 
 
1.7. Sueros 
- Suero anti ratón IgG-HRP: goat anti-Mouse-IgG (H+L) – HRP conjugate (Bio-Rad) 
- Suero anti rata IgG-HRP: goat anti-Rat IgG (H+L) – HRP conjugate 
- Anticuerpo monoclonal anti GFP JL-8 (Living colours, Clontech, USA) 
- Anticuerpo monoclonal anti GFP 3H9 (Chromotek, Alemania) 
- Anticuerpo monoclonal anti mRFP 3F5 (Chromotek, Alemania) 
- Anticuerpo monoclonal anti FLAG (Sigma Aldrich,) 
 
1.8. Especies vegetales utilizadas y condiciones de crecimiento  
En los ensayos biológicos se utilizaron las especies: Nicotiana benthamiana wt, Nicotiana 
occidentalis wt, y líneas transgénicas de N. benthamiana Tg 54:06 y 48:02 que expresan las 
proteínas de CPsV MP y CP, respectivamente, bajo el promotor constitutivo 35S. 
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Todas las especies vegetales se mantuvieron en cámaras de cultivo a 22-25 °C, con un 
fotoperíodo de 8 horas de oscuridad y 16 horas de luz, desde su germinación hasta su 
utilización, 4-5 semanas. En el caso de los ensayos de larga distancia, las plantas inoculadas 
fueron trasladadas a invernáculo, mantenidas bajo condiciones de temperatura entre 18 a 
29°C.  
 
1.9 Secuencias aminoacídicas de las proteínas virales de ophiovirus que se utilizaron en 
los análisis bioinformáticos 
>gi|50355590|ref|YP_053237.1| 22 kDa protein [Lettuce ring necrosis virus] 
MDLLENATQGTESNCEQGKVLNLLKASGHILTEYTLHEKKVVERNSHEYQKLMKYKTSYTEEGRFLFGSW
LLTSDKVPRIFDKKAVIIIKTLNSFVDVVLYDDIFISLTQKICDIFTSLFFQLYKVDAMISFGDKKIYRL
ENGYTIPHYSMILSKEEERSKRNLENALRTLSNDNEKKCDSTCSLSVSTMKHF 
 
>gi|663441663|gb|AIF28242.1| 23 kDa protein [Blueberry mosaic associated virus] 
MQVCDRNNRKDRSFKRYKLSSKELINIKINDKLFETEEKFMKYNHGIEGETKRCLFGLWMFESSNCNSYI 
FRKKGVIFLSKEHDVHMTSYFDDIEICICNEKFELLSEDSYNNLTGDMIFKVPNHNLYELYAHDDKKKEN 
TLFSMLEESEKTKYTELKRSIRKLVIHDEKRKFFSAQSSFKDAETSSGIRDPVE 
 
>gi|30059153|gb|AAO34633.1| 24 kDa protein [Citrus psorosis virus] 
MAEYIEVRVENLHKWGLELNTEQIETLSKKLKNIVNEDCIMKTSRIIGMWIFMPDIVQESLKDSPLVTKK 
AWIIPHERTYKTIYGKDGIQMAVTQNEEDLFKDPEFFMISRCDSVMLTKNNKTIIINKELMNCDISQDML 
FNMLSCQEQEITEELLKKLKIIISSNPKERLENKIDEVFWNSTRILNWIQHNDNSGSNSSDNSFRE 
 
>25kDa protein [Mirafiori lettuce big-vein virus-isolate LP2] 
MSQFKDKSILKSNEVPEEMFTCISGSTDTNGEMKTVISKGKNEEKSLMKTKNKVNRIRLFLNYHVKELPI
MDHSIAERNSEMMKTVMRYKTSYREVTRFLIGSWLLFAEKLIPPFNMKAIIIIETDQKLVDVADFEGIEI
LLGNNIQSCLDSFYMRFYKEDLILYNTANELLLLIDNFKIPKYFAKLDMNQVRLKKIIEKKYISLIKAGK
L 
 
>gi|50355591|ref|YP_053238.1| 50 kDa protein [Lettuce ring necrosis virus] 
MSGINVFSNNSVQLARMKGKAIDNGSSLPVVSFRKASEHMINEGIGTLVSLKGGNNFSEEIECMASEFKE 
VIKGEIKSIVSPITIKLKDSESTTKVKITTMDKVTSLIKFEKFPFYRVDRLKILYIPLFSGENSEGKNIT 
FSIQDRSMVVAGKPKKISSATAPINKMSMIELSATYFVQSKDLSKIEFGYKAKGIPVSGRSFAAVYLAFY 
IHGDHFPATMRPKDPIVLLIDDVDAPTDINKTSSVKDLCDKVHKRIESKSKQMNRDRSRFEILEERRKSD 
MLLIKENIEESNTSNPTFSVKENNSELFHGITKANIAEYLPRNLPISQWENAILDTGAPDHWCYHPNIVD 
LKVMGSEDALEEGVNFHRVRDVEVKLGVHWIRLREVLFGRKDDRPLISYNKLMKSGIIDSLNKVTKSKSI 
LCCEGKVMFDLDTSGGYQVFIPSESTSRTIIIE 
 
>gi|21321329|gb|AAM47152.1| 54 kDa[Citrus psorosis virus] 
MSMASFKSASKRITGNENVTRISANSAINSIVKKGELNVISLKDGNTADLEGINDALLDYRRILKNEIKT 
AVSPITMKLKKDEHKKKLKLGTLKSITDKLRKLGGESSHPFIQFYKVQCMYIPLFSRVDGDNGEITVSLV 
DDGKEAAGQDPVIQSITFDASQMAMVELSMNFFVEKRDMDFIGIHISAGNVPVQDRAYGSINLAFFTNEQ 
SVPMMQEEKKSSYLMIDAVNRPKDVTKSSVFKSIGDRVSDEINQKRDEYKKKMIENERIRRREGKGVKIE 
TETNGSSSSDAETLLEEARKSVSINLSNFLADQRRAPPPPQLEKRTFQWPCGVKMLTMMDTGSSSHYFFS 
RSINPTSIERNFGGVAQLEVERAKLTFETFGNKFLLKDVFMFSDQTLGDNILSYTLLKEEGHIDGMRTAG 
DDVLLEKDGEVVMILDSRDEGRMWIKDDVWAEVTEHGSKSAREYCMKIERSEIKIE 
>gi|24417723|gb|AAN60448.1|AF525936_3 55K protein [Mirafiori lettuce big-vein virus] 
MQNSFHPNNFTIKEINLVKVNTKIVNKKMASQSNLVSRGTSGVIKGKNEQKSNFKHLSSVSFSKASDDMM 
QEGITILASMRSEGPLSPEIECMASEFKDAIQGDINSVVSPMKLRLHKSEDTSKVKIGTMASLVAALPGQ 
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SYPFYRIDRLKIIYMPLFSSDLAEGKKITFSINDSSVRIGHGSKTISKTDAPLNRMSMIELHSPFFVPKD 
NIKMIEFGYKTTGVPVSGRAFAFVCLAFYIQRDFIPVSIKKKDPIILLIDDIDRPSDINTTSSMKKLVGE 
VNKRIEKKKGKFNESMIKYEKDLEERNSRMAFVDNDQDSGFHVSEKAEPSKMKDTLEGVHLMEENIPDYL 
PRRLPVYNWEGAILDTGAPDHWFYNPNLIGLQEDIDSVGLIEGRTFYRVRGVEVKLGAHWIRMKEILYAR 
KRDMPLISYMRLCRAKIVDTLKTLEDGSAVLCKNGKVIFELTCTGSYMVFKKSGDTSREMMTE 
 
>gi|663441665|gb|AIF28243.1| 58 kDa Movement Protein [Blueberry mosaic associated virus] 
MSIRSGRSGIGKGKEIQVSKRLDAMSLGNDSKRIGTISAKNVLNDLVKNGDLNVISLGGDGSALPDGIED 
IAAEFADVQKGIITSAISPLTMTLKRDQERKKVPIATMGRVVNLFKKATGNEMPFVKFEKVQVMYIPLFQ 
KTNEEDDPDKKIPSMTVALVDKGQEEAGGDGIIQSITFRADEMALMELSMNFFVTRKDIEKIVVDACVDE 
IPVEGRAYGAMTIAFFVHEDYVPLRTELKPSTLMYITAMKNPKDMNTKTIFRGMGEKVIKELNSEKEKYK 
AKSLQRKKELRQRGKKVVIEKEEDEQKSTSSESRADLESVIEAGRKSVSMVNEWLKMNKEKGKEDFETSS 
VAIGPSVRVNKIRHRNSDHPGLVTMLDTGSDKHFFFARRINPNNSVKNFGGIPFLPVETAEMDFNVNGVN 
FHLDEVYMFTGRGLGSNILSFSKLKEQGLVDDMVTAGNNLYLQKGEEIIMTFDATESGRMWLKDDAWRNA 
RERFGNNPGTSAEEEVRTGKVDLMN 
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2. Métodos 
2.1. Minipreparación de DNA plasmídico 
2.1.1. Método de lisis alcalina 
La purificación de DNA plasmídico se realizó mediante el método de lisis alcalina desarrollado 
por Birnboim y Doly (1979) con algunas modificaciones. Una alícuota de 1 ml de cultivo 
bacteriano saturado en medio LB (Luria Bertoni) con el antibiótico adecuado se centrifuga a 
14000 xg durante 1 minuto. Este procedimiento se repite tres veces. El pellet obtenido se 
resuspende en 200 μl de Solución I (25 mM Tris-HCl pH 8; 50 mM glucosa; 10 mM EDTA) con 
el agregado de RNasa A a una concentración final de 20μg/ml, se agregan 300 μl de Solución II 
(0,2 N NaOH; 1 % v/v SDS) y se incuba en agua-hielo durante 5 minutos. Luego se agregan 
300 μl de Solución III (3M acetato de potasio pH 4,8) permitiendo la neutralización de la 
solución. Se incuba en agua-hielo durante 5 minutos y se realiza una centrifugación a 14000 xg 
por 15 minutos. Al sobrenadante obtenido se le realizan dos extracciones con un volumen de 
cloroformo para eliminar proteínas y se precipita el DNA plasmídico presente en la fase acuosa 
por el agregado de un volumen de isopropanol frío. Se centrifuga por 20 minutos a 14000 xg, el 
pellet se lava con etanol 70 %, se deja secar y se resuspende en agua bidestilada estéril. 
Cuando la preparación de DNA plasmídico es utilizada para secuenciación automática, luego 
de las extracciones con cloroformo, se agrega 20 μl de una suspensión de sílica, se incuba 5 
minutos en agitación suave, luego se sedimenta la sílica por centrifugación 10 segundos a 
14000 xg, se descarta el sobrenadante y se realizan tres lavados con solución de lavado 
(50mM NaCl, 10mM Tris pH 7.5, 2.5 mM EDTA, 50% etanol). Luego de los lavados, se deja 
secar la sílica al aire para eliminar el etanol residual y se eluye el DNA en el volumen necesario 
de H2O bidestilada. Para favorecer la elución del DNA, se incuba 10 minutos a 60 °C. 
2.2. Extracción de RNA de tejido vegetal 
La extracción de RNA total de material foliar para su análisis por RT-PCR se realizó utilizando 
el reactivo Tri-Reagent (Molecular Research Center, MRC, EEUU) según especificaciones del 
fabricante. Partiendo de 50 a 200 mg de tejido, previamente molido en N2 líquido. El RNA total 
obtenido se resuspendió en 10 a 50 μl de agua bidestilada estéril libre de RNAsas. 
2.3. Reacción de transcripción reversa (RT)  
Las reacciones de RT se realizaron en 10μl finales. Partiendo de 1 a 2μl de RNA total de tejido 
foliar, se agregan los cebador directo y reverso a una concentración final de 10μM cada uno y 
1μl de agua bidestilada libre de RNasas. Se incuba a 85°C durante 10 minutos y se enfría 
rápidamente en agua-hielo por 5 minutos. Se agregan 100U de trascriptasa reversa M-MLV 
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(Promega, Madison, EE.UU), 20 U de RNAsin® Inhibidor de Ribonucleasa (Promega, Madison, 
EE.UU), 1μl de dNTPs (10 mM de cada uno) y 2μl del buffer 5X de la enzima. Se incuba a 42°C 
por 90 minutos y luego a 70°C durante 15 minutos. El producto generado en la reacción de RT 
se utiliza posteriormente como molde en reacciones de PCR. 
2.4. Reacción de PCR a tiempo final  
Las reacciones de PCR se realizaron en un ciclador Gene Amp PCR System 2400 (PERKIN 
ELMER). Los protocolos de reacción se llevaron a cabo de acuerdo a las recomendaciones de 
cada fabricante, según la enzima utilizada (Taq DNA polimerasa, INBIO Highway; Pfu DNA 
polimerasa, INBIO Highway; Pfx DNA polimerasa, Thermo Fisher Scientific; o Platinum Super Fi 
DNA polimerasa, Thermo Fisher Scientific). Las condiciones de ciclado generalmente fueron de 
3 minutos a 94°C como etapa inicial de desnaturalización, 35 ciclos de 20’’ a 94°C, 20’’ a la Tm 
del par de cebadores usado en cada caso, una etapa de extensión a 72°C (o 68°C para la Pfu 
DNA polimerasa) durante el tiempo requerido por la polimerasa para amplificar cada fragmento 
(por cada 1Kpb a amplificar se utilizó 1’ de extensión con la Taq y Pfx, 2’ para la Pfu y 30’’ para 
la Platinum Super Fi) y una etapa de elongación final de 7 minutos a 72°C. Los productos de 
PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1-2% en buffer TAE 1X en 
presencia de bromuro de etidio. 
2.5. Purificación de DNA a partir de geles de agarosa 
El procedimiento utilizado es el que se detalla en el protocolo de AccuPrep® PCR Purification 
Kit (Bioneer). El fragmento de gel que contiene el DNA a recuperar se disolvió con 3 volúmenes 
de NaI 6M, calentando a 60 °C por 15 minutos o hasta que el fragmento se disuelve por 
completo. Esta solución se deja enfriar por unos minutos, se mezcla y se hace pasar por una 
columna de sílica. La columna se lava tres veces con solución de lavado (solución de NaCl, 
Tris, EDTA, agua y etanol) y se deja secar al aire para eliminar los restos de alcohol. 
Finalmente se agrega agua bidestilada estéril sobre la matriz de sílica de la columna, se incuba 
por unos minutos a 50 °C, y se centrifuga durante 1 minuto a 14000 xg. El eluído contiene el 
DNA de interés. 
2.6. Preparación y transformación de bacterias electrocompetentes  
2.6.1. Bacterias competentes para electrotransformación 
El protocolo para la obtención de bacterias de E. coli competentes para electrotransformación 
se basó en el reportado por Dower et al. (1988). Las bacterias se lavaron con glicerol 10% v/v 
para eliminar todas las sales que pudieran interferir en la conducción del pulso eléctrico. A 
partir de un cultivo saturado se realizó una dilución 1:100 en 1 litro de medio LB sin NaCl y se 
cultivó a 37°C con agitación hasta alcanzar una DO600 de 0,5. Las bacterias se centrifugaron a 
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4ºC durante 10 minutos y a 5000 xg. El sedimento bacteriano se resuspendió en glicerol 10% 
v/v. Este procedimiento se repitió tres veces disminuyendo el volumen de glicerol utilizado en 
los lavados. Por último, las bacterias se resuspendieron en 2 ml de glicerol 10% v/v, se 
fraccionaron en alícuotas y se congelaron rápidamente a -80°C hasta su uso. 
Para la obtención de bacterias competentes de A. tumefaciens para electrotransformación, se 
partió de 1L de cultivo inoculado inicialmente a partir de una única colonia de bacterias, crecido 
a 28°C durante el tiempo necesario para alcanzar una DO600nm =0,5-0,6 (aproximadamente 16 a 
18 horas). Las bacterias se incuban durante 15 minutos en hielo y se centrifugan a 6000xg 
durante 15 minutos a 4ºC. El pellet se resuspende en 500 ml de H2O bidestilada estéril a 4°C y 
se centrifuga nuevamente a 6000xg durante 15 minutos a 4 °C. El pellet obtenido se 
resuspende en 5 ml de H2O bidestilada estéril a 4°C y se vuelve a centrifugar en las mismas 
condiciones. Finalmente las células se resuspenden en 2 ml de glicerol 10% v/v, se fraccionan 
en alícuotas y se congelan rápidamente a -80°C hasta su uso. 
2.6.2. Transformación mediante electroporación 
Para realizar las electroporaciones se utilizó un electroporador Bio-Rad Gene PulserTM. Se 
mezclaron las bacterias electrocompetentes con el plásmido o producto de ligación deseado, 
se incubó en hielo durante 5 minutos y se colocó la mezcla en una cubeta de electroporación. 
Una vez ajustadas las condiciones de electroporación (2,2kV/0,2cm; 25μF y 200Ω para E. coli, 
2,2kV/0,2cm; 25μF y 400Ω para A. tumefaciens) se sometió a las bacterias al pulso eléctrico. 
Inmediatamente se las diluyó con medio SOC sin antibiótico, se las incubó durante 1 hora a 
37°C para E. coli o 3 horas a 28°C para A. tumefaciens y se las sembró en placas de LB 
conteniendo los antibióticos correspondientes. 
2.7. Colony-PCR 
La presencia y tamaño de los insertos se verificó por PCR, con los cebadores correspondientes 
en cada caso. Para ello, se utilizó una pequeña cantidad de cultivo bacteriano crecido en medio 
sólido que se resuspendió en 10μl de agua bi-destilada estéril y se incubó a 100°C durante 5 
minutos. Se centrifugó a 14000xg durante 5 minutos y se utilizó una alícuota del sobrenadante 
como molde en las reacciones de PCR. 
2.8. Agroinfiltración de hojas de N. benthamiana 
Los experimentos de agroinfiltración se realizaron en plantas de N. benthamiana de 4 a 5 
semanas de edad. Los cultivos saturados de A. tumefaciens se cosecharon por centrifugación, 
se diluyeron en agua hasta un valor de DO600nm de 0,1-0,5, dependiendo del cultivo, y se 
infiltraron en el lado abaxial de la hoja utilizando una jeringa de 1ml sin aguja. 
2.9. Extracción de proteínas de tejido vegetal 
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Inmediatamente después de colectar las hojas, se muele el tejido foliar en N2 líquido y se 
homogeneízan 100-200mg del tejido molido en 200 μl de buffer de extracción (75 mM Tris–HCl 
pH 6.8, 10% glycerol, 5% β-mercaptoetanol, 2% SDS, 1,0 mM PMSF) conteniendo un cocktail 
de inhibidores de proteasas (Roche). Luego se incuba a 4 °C con agitación durante 20 minutos. 
Se centrifuga a 14000xg por 10 minutos y al sobrenadante se le agrega un volumen de SB 4X 
(62,5mM Tris-HCl pH6.8; 2% p/v SDS; 10% v/v glicerol; 5% v/v β-mercaptoetanol; 0,001% p/v 
azul de bromofenol). Las muestras se hierven por 10 minutos y se centrifugan durante 5 
minutos a 14000xg para eliminar agregados. 
2.10. Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) 
El análisis electroforético de las muestras proteicas se efectuó utilizando el equipo Mini-
PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la 
preparación del gel de poliacrilamida se siguió el protocolo descripto por Laemmli (1970) con 
modificaciones como se describen en Mini-PROTEAN ® Tetra Cell Manual, Bio-Rad, California, 
EEUU. Las muestras se sometieron a electroforesis a 100V hasta su entrada en el gel de 
apilamiento y luego a 150V en el gel de separación. El porcentaje de acrilamida utilizado para 
los geles de separación varió entre 10% y 14%, de acuerdo al tamaño de las proteínas 
analizadas. 
2.11. Análisis de proteínas por Western blot 
Para la transferencia de las proteínas separadas mediante SDS-PAGE a membrana de PVDF 
(Polifluoruro de vinilideno) (Hybond-P, Amersham Pharmacia, Biotech) se utilizó el sistema Mini 
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratorios, California, EEUU) y 
se procedió de acuerdo a las especificaciones del fabricante descritas en el manual de 
instrucciones. La transferencia se lleva a cabo a 80V durante 90 minutos en buffer de 
transferencia frío (Tris 5 mM; Gly 38 mM; SDS 0,01%), una vez finalizada, se bloquea la 
membrana con 5% p/v de leche descremada en TBS (20 mM Tris-HCl pH 7.5; 500 mM NaCl) 
durante 1 hora en agitación a temperatura ambiente. Se realiza un lavado en TBS durante 5 
minutos en agitación suave. Se incuba la membrana overnight a temperatura ambiente con la 
dilución adecuada del anticuerpo primario en TBS-T (TBS con el agregado de 0,05% v/v de 
Tween 20) con 3% p/v de leche descremada. Se realizan 3 lavados con TBS-T durante 5 
minutos en agitación. Se incuba durante 90 minutos a temperatura ambiente con la dilución 
adecuada del anticuerpo secundario (anti-ratón-IgG conjugado a HRP, Horseradish 
Peroxidase) diluido en TBS-T con 3% p/v de leche descremada. Se realizan 3 lavados con 
TBS-T durante 5 minutos en agitación y un último lavado de 5 minutos en TBS para eliminar las 
trazas de detergente. Para el revelado de la membrana se preparan las soluciones A (500 μl 
Tris-HCl 1M pH 8.5; 32 μl de H2O2 30%; 4,468 ml de H2O bidestilada) y B (500 μl Tris-HCl 1M 
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pH 8.5; 50 μl de ácido cumárico 90mM; 22 μl de luminol 250mM; 4,428 ml de H2O bidestilada), 
se mezclan al momento de utilizarlas y se incuba la membrana por unos segundo, se retiran los 
restos del sustrato secando la membrana con papel de filtro y se expone a una placa 
radiográfica durante el tiempo necesario. 
2.12. Tinción de geles de poliacrilamida con plata  
Para la visualización de las bandas de proteínas de los geles de poliacrilamida de los ensayos 
de coinmunoprecipitación se utilizó el método de tinción con plata descripto por Blum et al. 
(1987). Este método de tinción es uno de los más sensibles descriptos hasta el momento (límite 
de detección 0,5-1 ng). 
2.13. Co-inmunoprecipitación: GFP-Trap 
Para realizar las co-inmunoprecipitaciones se empleó GFP-Trap_A de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante (Chromotek, Alemania). Se obtuvieron extractos proteicos 
totales por resuspensión de tejido foliar molido con N2 líquido en buffer de lisis (10mM Tris-HCl 
pH7.5, 0.5mM EDTA, 150mM NaCl, 0.5% NP-40) conteniendo un cocktail de inhibidores de 
proteasas (Roche). Luego de 30 minutos de incubación a 4°C con agitación constante, los 
extractos proteicos fueron centrifugados a 11.000xg durante 20 minutos a 4 °C. El 
sobrenadante obtenido se filtró con papel de filtro Whatman para eliminar restos de material 
vegetal sin moler. Se incubaron 20 ml de cada extracto filtrado con 50μl de esferas de agarosa 
de GFP-Trap_A previamente equilibradas durante 2 horas a 4°C en agitación continua. Luego 
se centrifugaron a 2500×g por 2 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante, y las perlas de 
agarosa se lavaron tres a cuatro veces con buffer de dilución (10mM Tris-HCl pH7.5, 0.5mM 
EDTA, 150mM NaCl).  
Para los análisis por SDS-PAGE, se incubaron 2 ml de extracto de proteína total con 15µl de 
las perlas de GFP-trap_A equilibradas y se procedió del mismo modo. Para liberar las proteínas 
de las perlas de agarosa, se agregó SB 4X y se incubó a 100 °C durante 15 minutos. Las 
muestras se centrifugaron a 2000×g por 2 minutos antes de ser utilizadas.  
2.14. Análisis proteómico por espectrometría de masas  
2.14.1. Digestión tríptica on-beads de proteínas inmunopurificadas  
La reducción, alquilación y digestión con tripsina de las proteínas unidas a las perlas de GFP-
trap_A in situ (on-beads) fueron realizadas en el CEQUIBIEM. Para la reducción y alquilación, 
las perlas se lavaron dos veces con buffer de bicarbonato de amonio 50mM (pH 8), después de 
lo cual se incubaron durante 1h a 60ºC con ditiotreitol 50mM en bicarbonato de amonio 50mM. 
Posteriormente, se añadió iodoacetamida 50mM en bicarbonato de amonio 50mM y las perlas 
se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad durante una hora. A continuación, se 
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añadió 50mM de Cys y directamente después se añadió a la solución 1µl de solución de 
tripsina (Roche) (0,5μg, en HCl 1mM). Las perlas se incubaron overnight a 20ºC, después de lo 
cual se terminó la digestión añadiendo ácido trifluoroacético (TFA) a una concentración final de 
0,5% (v/v). Se centrifugó a 12000 rpm a 4C durante 10 minutos y se guardo el sobrenadante 
(péptidos provenientes de la digestión) a -20 °C hasta su análisis. 
A los digeridos con tripsina se les realizó una limpieza con Zip-Tip C18 para extraer las sales. 
Las muestras fueron liofilizadas por Speed Vac y resuspendidas con 10 ul de ácido fórmico 
0,1%.  
2.14.2. Análisis de proteínas por Orbitrap  
Los péptidos trípticos de cada muestra se analizaron por LC-MSMS mediante un nanoHPLC-
ESI-Orbitrap, modelo Q-Exactive, marca Thermo Scientific. Este equipo está conformado por 
un cromatógrafo nanoHPLC (Thermo Scientific, modelo EASY-nLC 1000) apto para separar 
complejos proteicos con un alto grado de resolución utilizando una columna de fase reversa, 
acoplado a un espectrómetro de masa que cuenta con un analizador Orbitrap, lo que permite 
en primer lugar una separación de los péptidos obtenidos por digestión tríptica de la muestra y 
una posterior identificación de los mismos. La ionización de las muestras se realiza por 
electrospray (ESI) (ionizador marca Thermo Scientific, modelo EASY-SPRAY) con un voltaje 
del spray de 3,5 kV. Los iones son separados según su m/z en el analizador Orbitrap de alta 
resolución. En este tipo de analizador, los iones giran alrededor de un electrodo central y 
también se mueven hacia los lados del eje horizontal del electrodo, describiendo orbitas que 
son dependientes de la relación m/z. El equipo cuenta con una celda de colisión HCD (High 
Collision Dissociation), que permite realizar espectros MSMS de iones peptídicos 
seleccionados. Los iones peptídicos elegidos para realizarles MSMS son seleccionados en un 
analizador cuadrupolo en el cual se determina qué m/z es transmitida, esto se logra aplicando 
un voltaje de radiofrecuencia que permita a un determinado ión atravesar el analizador. Ese ión 
seleccionado luego pasa a la celda de colisión HCD y sus productos de fragmentación pasan al 
analizador orbitrap (previa retención en la C-Trap).  
La configuración del equipo permite que la identificación de los péptidos se realice al mismo 
tiempo que los mismos se separan por cromatografía, obteniendo Full MS y MSMS. Se utilizó 
un método que realiza la mayor cantidad de ciclos de medición por unidad de tiempo. En cada 
ciclo el equipo hace un Full MS y luego hace MSMS a los 12 picos de mejor señal ruido en ese 
ciclo, con un rango de exclusión dinámico para disminuir el número de veces que un mismo 
péptido es fragmentado a lo largo de su elución del cromatograma. 
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Esquema simplificado de un espectrómetro de masas Orbitrap, Q-Exactive, Thermo Scientific 
 
2.14.3. Análisis de los espectros obtenidos 
Los espectros obtenidos se analizaron con el programa Proteome Discoverer (Thermo 
Scientific, versión: 1.4), utilizando la base de datos correspondientes. Se realizó una 
aproximación cuantitativa con el cálculo del PSM (peptide-spectrum match) medio para cada 
proteína. El valor de PSM de una proteína indica la sumatoria de los PSMs de cada péptido 
individual que pertenecen a un hit determinado. El PSM de cada péptido es el número de veces 
que se hizo espectro MSMS de ese péptido, valor que está directamente relacionado con la 
cantidad de ese péptido en la muestra. 
Proteome Discoverer Es un motor de búsqueda en el cual el usuario debe seleccionar la base 
de datos y ciertas características que se vinculan con la forma en que fue tratada la muestra. 
En base a esta información y a los datos crudos obtenidos del espectrómetro de masa, el 
programa desarrolla un informe donde indica que proteínas fueron identificadas y los péptidos 
que utilizó para esta identificación. El programa asigna un nivel de confianza a estos péptidos 
(High/Medium/Low), utilizándose únicamente los péptidos de nivel High. 
Se utilizaron los siguientes criterios de búsqueda: 
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- Base de datos (origen): Secuencia de GFP y 54K:GFP, Nicotiana benthamiana, Nicotiana 
sp. y Arabidopsis sp  
- Enzima: Tripsina  
- Miscleavage: 2 
- Tolerancia de masa para precursor: 10 ppm 
- Tolerancia de masa para fragmento: 0,05 Da 
- Modificaciones Dinámicas: Oxidación (M) 
- Modificaciones estáticas: Carbamidometilación (C) 
- Nivel de confianza de los péptidos: High 
 
2.15. Construcción de mutantes de las proteínas de ophiovirus 
Los mutantes de las proteínas de los ophiovirus utilizados en este trabajo de tesis se 
construyeron usando la técnica de overlapping PCR con cebadores mutagénicos (ver tabla 
punto 1.6). Para la amplificación de los fragmentos se utilizaron las enzimas Pfx DNA 
polimerasa (Thermo Fisher Scientific) o Pfu DNA polimerasa (INBIO Highway). Los fragmentos 
mutados se clonaron en el vector PCR8/GW/TOPO (Thermo Fisher Scientific). Los plásmidos 
de entrada resultantes se digirieron con la enzima de restricción XhoI y se recombinaron con 
los vectores de expresión de plantas pB7RWG2.0 y pB7FWG2.0 (Karimi et al., 2002), usando 
el kit LR Clonase II Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific) según las instrucciones del 
fabricante. El clonado correcto se confirmó mediante secuenciación de DNA. Los plásmidos 
recombinantes verificados se transfirieron a la cepa GV3101 de A. tumefaciens por 
electroporación. 
2.16. Construcción del vector TMVΔMPΔCP-GFP para el estudio del movimiento viral 
célula a célula  
El vector viral TMVΔMPΔCP-GFP se construyó a partir del plásmido pJL-TRBO-G (Lindbo, 
2007). Se eliminó mediante PCR un fragmento de 489 nt correspondiente a las posiciones 57 a 
545 de la MPTMV usando Pfu DNA polimerasa (INBIO Highway) y los oligonucleótidos 
pTRBOG∆MCfw y pTRBOG∆MCrev (ver tabla punto 1.6). El molde se digirió mediante 
incubación con DpnI y el producto amplificado de PCR de aproximadamente 11 kpb se 
transformó en la cepa DH5α de E. coli. La construcción se verificó mediante secuenciación de 
DNA y el plásmido se transfirió a la cepa GV3101 de A. tumefaciens por electroporación. 
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2.17. Construcción de la quimera RNA3CMV∆MP::MPCPsV para el estudio del movimiento a 
larga distancia 
La quimera RNA3CMV∆MP::MPCPsV se construyó a partir del plásmido pCB301-CMVRNA3 (Shen 
et al., 2014). Usando como molde una minipreparación del plásmido pCB301-CMVRNA3, se 
amplificó por PCR un fragmento de aproximadamente 10 Kpb utilizando los cebadores 
CMVRNA3∆MP_R y CMVRNA3∆MP_F (ver tabla punto 1.6) y Platinum™SuperFi™ DNA 
polimerasa (Invitrogen) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante (PCR 1). Se realizó 
una digestión con DpnI para eliminar el plásmido molde y se purificó el producto amplificado 
con sílica (ver punto 2.5) (molde 1). Luego se amplificó por PCR el ORF de MPCPsV utilizando 
los cebadores CMVRNA3:54k_F y CMVRNA3:54k_R y la DNA polimerasa Pfu (INBIO Highway) 
(PCR 2). El producto amplificado se purificó con sílica (ver punto 2.5) (molde 2). Finalmente se 
procedió a la unión de los fragmentos purificados obtenidos en las PCR 1 y PCR 2, mediante 
una tercera reacción de PCR (sin agregado de cebadores) usando masas aproximadamente 
iguales de molde 1 y 2 y la enzima Platinum™SuperFi™ DNA polimerasa (Invitrogen). El 
producto de esta última reacción se transformó en la cepa Top10 de E. coli. La construcción se 
verificó mediante secuenciación de DNA y el plásmido se transfirió a la cepa GV3101 de A. 
tumefaciens por electroporación. 
2.18. Ensayos de gating de plasmodesmos 
2.18.1. Ensayo de difusión de GFP citoplasmática 
El ensayo de ‘gating’ de GFP permite evaluar si existe difusión de monómeros de GFP entre 
células adyacentes. Estos ensayos se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo descripto 
previamente por Bayne et al. (2005), con algunas modificaciones. Se agroinfiltraron hojas de N. 
benthamiana completamente desarrolladas con cultivos diluidos de A. tumefaciens que llevan 
el plásmido pGDG a DO600nm=5 x10-4 final, junto con cultivos que llevan plásmidos binarios para 
la expresión de la supresora P19 (pBin61-P19) (Voinnet et al., 2003) a DO600nm=0,2, y cultivos 
que permiten la expresión de la proteína de interés a DO600nm=0,3. Las células fluorescentes se 
observaron por microscopía a los 3 dpai. 
2.18.2. Ensayo de actividad NCAP 
Para evaluar la actividad NCAP de las proteínas de interés, las hojas de N. benthamiana fueron 
co-agroinfiltradas con cultivos diluidos de Agrobacterium (OD600nm = 5x10-4) portando el 
plásmido pGDG (usado como control negativo) o las construcciones para la expresión de las 
proteínas a ensayar fusionadas a eGFP, junto con un cultivo de Agrobacterium portador del 
plásmido pBin61-P19 (OD600nm = 0,2). El número de focos de fluorescencia y la cantidad de 
células en cada foco se contaron a 3 dpai por microscopía de fluorescencia.  
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Se usó la transformación de arcoseno para corregir los datos para la distribución normal de 
ambos ensayos de gating Las comparaciones entre experimentos independientes para cada 
proteína analizada se realizaron mediante one-way ANOVA (con la prueba post hoc de Tukey, 
α = 0,05). 
2.19. Ensayos de transcomplementación del movimiento viral célula a célula de 
TMVΔMPΔCP-GFP 
Para los ensayos de transcomplementación de TMVΔMPΔCP-GFP , se agroinfiltraron hojas de 
N. benthamiana con cultivos diluidos de A. tumefaciens que contenían el vector viral 
TMVΔMPΔCP-GFP (DO600nm=1,0x10-5) y pBin61-P19 (DO600nm=0,2) junto con cultivos de A. 
tumefaciens para la expresión de mRFP como control negativo (DO600nm=0,3) o los controles 
positivos (MPCPsV:mRFP o MPMiLBVV:mRFP) (DO600nm=0,3) en una mitad de la hoja, o junto con 
cultivos de A. tumefaciens conteniendo las construcciones para la expresión de las respectivas 
proteínas mutadas a ensayar (DO600nm=0,3), en la otra mitad. Los focos de infección se 
analizaron a 4-7 dpai bajo iluminación UV y por microscopía confocal.  
2.20. Ensayos de transcomplementación del movimiento viral célula a célula de 
CMV∆MP:GFP 
Para los ensayos de transcomplementación de CMV∆MP:GFP, se agroinfiltraron hojas de N. 
benthamiana con cultivos diluidos de A. tumefaciens que contenían el reportero 
pRNA3∆MP::erGFP (DO600nm=1,0x10-3), pRNA1 (DO600nm=0,5) y pRNA2 (DO600nm=0,5) junto con 
cultivos de A. tumefaciens para la expresión de mRFP como control negativo (DO600nm=0,5) o el 
control positivo pCXSN-MPCMV (DO600nm=0,5) en una mitad de la hoja, o junto con cultivos de A. 
tumefaciens con la construcción para la expresión de la MPCPsV (pB7-MPCPsV:mRFP) 
(DO600nm=0,5), en la otra mitad. Los focos de infección se analizaron a 2-3 dpai por microscopía 
de epifluorescencia y confocal.  
2.21. Ensayos de movimiento viral a larga distancia usando CMV 
Para los ensayos de movimiento a larga distancia utilizando el sistema basado en CMV (Shen 
et al., 2014), se agroinfiltraron plantas de N. benthamiana y N. occidentalis wt con cultivos de A. 
tumefaciens conteniendo el plásmido pCB301-CMVRNA1 (DO600nm=0.35) y pCB301-CMVRNA2 
(DO600nm=0.35) junto con un cultivo de A. tumefaciens con el plásmido pRNA3∆MP::MPCPsV 
(DO600nm=0.35) o los controles pRNA3∆MP::erGFP (DO600nm=0.35) (control negativo) o pRNA3 
(DO600nm=0.35) (control positivo). La infección sistémica se analizó por observación de síntomas 
y RT-PCR de las hojas superiores no agroinfiltradas. Se utilizaron plantas de N. benthamiana 
en estadío de 4-5 hojas maduras, o plantas de N. occidentalis en estadío de 3-4 hojas 
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maduras. Se agroinfiltró en todos los casos la segunda hoja madura (contando desde el ápice) 
de plantas de N. benthamiana y la primera hoja madura de plantas de N. occidentalis.  
Para los ensayos de movimiento sistémico de CMV∆MP::erGFP en la línea 54:06 de N. 
benthamiana, se agroinfiltraron estas plantas con cultivos de A. tumefaciens conteniendo el 
plásmido pCB301-CMVRNA1 (DO600nm=0.35) y pCB301-CMVRNA2 (DO600nm=0.35) junto con 
un cultivo de A. tumefaciens con el plásmido pRNA3∆MP::erGFP (DO600nm=0.35) o el control 
positivo pRNA3 (DO600nm=0.35). Como control negativo se usaron plantas agroinfiltradas 
únicamente con cultivos de A. tumefaciens conteniendo el plásmido pCB301-CMVRNA1 
(DO600nm=0.35) y pCB301-CMVRNA2 (DO600nm=0.35). La infección sistémica se analizó por 
observación de síntomas. 
2.22. Ensayos de movimiento viral a larga distancia usando TMV∆CP:GFP 
Para los ensayos de movimiento sistémico de TMV∆CP:GFP en la línea 48:02 de N. 
benthamiana, las plantas se agroinfiltraron con cultivos de A. tumefaciens conteniendo el vector 
viral pJLTRBO-G (Lindbo, 2007) (DO600nm=0.1). Como control positivo se utilizaron plantas de la 
línea 48:02 agroinfiltradas con el vector viral pJL24 (Lindbo, 2007) (DO600nm=0.1) y como control 
negativo plantas de N. benthamiana wt agroinfiltradas con pJLTRBO-G. La infección sistémica 
se analizó por observación de síntomas y fluorescencia de GFP en las hojas superiores. 
2.23. Microscopía de fluorescencia 
Se empleo un microscopio de epifluorescencia Nikon eclipse Ti equipado con un filtro para GFP 
y un objetivo 40X. Para las imágenes de microscopía confocal se empleó un microscopio Leica 
TCS SP5 II equipado con un objetivo HCX PL APO CS 63.0 x 1.40 UV de inmersión en aceite, 
con longitudes de onda de excitación y emisión de 488/524–550nm para eGFP y de 543/566–
634nm para mRFP. Las imágenes fueron procesadas con el software ImageJ. 
2.24. Análisis bioinformático de las secuencias proteicas de ophiovirus 
Para el análisis de las secuencias se utilizó el software ANNIE (Ooi et al., 2009) para predecir 
la organización estructural de las proteínas. Para realizar los alineamientos múltiples de las 
secuencias de Ophiovirus se usó Psi-Coffee (Di Tommaso et al., 2011; Taly et al., 2011) y 
PROMALS (Pei et al., 2007). Los alineamientos se presentaron usando el software Jalview 
(Waterhouse et al., 2009) con el esquema de coloración de ClustalX (ver Figura 2b y 2d en 
Procter et al. (2010)) o con coloración en base al porcentaje de identidad de cada residuo 
alineado, según se indique. La estructura secundaria de las secuencias individuales se predijo 
utilizando Jpred (Cole et al., 2008), y se verificó en el contexto de alineamientos múltiples 
utilizando PROMALS (Pei et al., 2007). Las regiones desordenadas se predijeron con 
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MetaDisorder (Kozlowski and Bujnicki, 2012), de acuerdo con los principios descriptos en 
Ferron et al. (2006).  
Para la detección de homología remota se utilizó el método de comparación profile-sequence 
Psi-Blast (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997) y los métodos de comparación profile-
profile HHblits (Remmert et al., 2012) y HHpred (Hildebrand et al., 2009), como se describe en 
Kuchibhatla et al. (2014), contra las bases de datos de PFAM, versión 30 (Finn et al., 2016), 
con un corte estándar de E-value de 10-3. Se utilizó HHalign (Biegert et al., 2006) para validar 
los potenciales homólogos mediante la comparación por pares, con un E-value de corte de 10-3. 
Los modelados de las proteínas de CPsV se realizaron con los software MUSTER (Wu y 
Zhang, 2008) e I-TASSER (Yang et al., 2015). La validación de los mismos se llevó a cabo con 
Verify_3D (Bowie, et al., 1991; Luethy, et al., 1992) y ProSA (Wiederstein y Sippl, 2007). Los 
modelados se presentan usando el software PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, 
Version 1.8 Schrödinger, LLC). 
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ANEXO 1 
 
Género Genoma Especie Factores 
virales 
requeridos 
para el 
transporte 
sistémico 
Forma viral 
utilizada 
para el 
transporte 
sistémico 
Hospedante Referencias 
ALPHAFLEXIVIRIDAE 
Potexvirus (+)ssRNA 
monopartito 
White clover 
mosaic virus 
(WCMV) 
CP, TGB1 RNP N. benthamiana  Lough et al.(2001) 
  Potato virus X 
(PVX) 
CP Virión N. benthamiana Betti et al. (2011), Cruz et al. 
(1998) 
BROMOVIRIDAE 
Alfamovirus (+)ssRNA 
multipartito 
Alfalfa mosaic 
virus (AMV) 
CP Virión N. benthamiana, 
N. tabacum, S. 
oleracea 
Herranz et al. (2012), Spitsin et al. 
(1999), Tenllado y Bol (2000) 
Cucumovirus (+)ssRNA 
multipartito 
Tomato aspermy 
virus (TAV) 
CP Virión C. sativus, N. 
tabacum, N. 
clevelandii 
Llamas et al. (2006), Salánki et al. 
(2011), Taliansky y García-Arenal 
(1995) 
  Cucumber 
mosaic virus 
(CMV) 
CP, MP Virión C. sativus, N. 
tabacum, Squash, 
N. clevelandii 
Llamas et al. (2006), Requena et 
al. (2006), Salánki et al. (2011), 
Taliansky y García-Arenal (1995), 
Thompson et al. (2006); Ueki and 
Citovsky (2007); Waigmann et al. 
(2004) 
   2b  C. sativus Brigneti et al. (1998), Ding et al. 
(1995), Guo and Ding (2002) 
Bromovirus (+)ssRNA 
multipartito 
Brome mosaic 
virus (BMV) 
CP, MP RNP, virión C. hybridum, H. 
vulgare, N. 
benthamiana 
Flasinski et al. (1997), Gopinath 
and Kao (2007), Kao et al. (2011), 
Okinaka et al. (2001), Sacher and 
Ahlquist (1989), Takeda et al. 
(2004) 
  Cowpea chlorotic 
mottle virus 
(CCMV) 
CP  N. benthamiana, 
H. vulgare, V. 
unguiculata 
Allison et al. (1990), Schneider et 
al. (1997) 
BUNYAVIRIDAE 
Tospovirus (-) ssRNA 
multipartito 
Tomato spotted 
wilt virus (TSWV) 
N (CP), Nsm RNP N. benthamiana, 
N. tabacum 
Lewandowski y Adkins (2005), Li 
et al. (2009), Zhang et al. (2011), 
Leastro et al. (2017) 
CLOSTEROVIRIDAE 
Closterovirus (+)ssRNA 
monopartito 
Beet yellows 
virus (BYV) 
CP, p20, 
p21, L-Pro 
Virión N. benthamiana, 
A. thaliana 
Prokhnevsky et al. (2002), Peng et 
al. (2003), Peremyslov et al. 
(2004), Chapman et al. (2004) 
  Citrustristeza 
virus (CTV) 
p20, p33, 
p18, p13 
 Citrus sp. Tatineni et al. (2008), Folimonova 
et al. (2008), Tatineni et al. 
(2011b) 
GEMINIVIRIDAE 
Geminiviridae monopartitos y bipartitos MP   Revisado en Waigmann et al. 
(2004), Ueki and Citovsky (2007) 
Mastrevirus ssDNA 
monopartito 
Maize streak 
virus (MSV) 
CP Virión Zea mays Boulton et al. (1989), Liu et al. 
(2001) 
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Curtovirus ssDNA 
monopartito 
Beet mild curly 
top virus 
(BMCTV) 
CP Virión N. benthamiana Soto et al. (2005) 
Género Genoma Especie Factores 
virales 
requeridos 
para el 
transporte 
sistémico 
Forma viral 
utilizada 
para el 
transporte 
sistémico 
Hospedante Referencias 
Begomovirus ssDNA 
monopartito 
o bipartito 
Tomato golden 
mosaic virus 
(TGMV) 
∆CP, ? 
CP 
RNP* 
Virión 
N. benthamiana 
N. benthamiana, 
N. tabacum, D. 
stramonium 
Jeffrey et al. (1996), Pooma et al. 
(1996) 
  Bean golden 
mosaic virus 
(BGMV) 
∆CP, ? 
 
CP 
RNP* 
 
Virión 
Phaseolus 
vulgaris 
Phaseolus 
vulgaris N. 
benthamiana 
Pooma et al. (1996) 
  Tomatoyellow 
leaf curlvirus 
(TYLCV) 
CP Virión N. benthamiana Noris et al. (1998), Wartig et al. 
(1997) 
  Tomato leaf curl 
virus (ToLCV) –
India 
∆CP, ? 
CP 
RNP* 
Virión 
N. benthamiana, 
S. lycopersicum 
Padidam et al. (1995, 1996) 
LUTEOVIRIDAE 
Polerovirus (+)ssRNA 
monopartito 
Turnip yellows 
virus (TuYV) 
CP, RT, RT*, 
P4 
Virión C. quinoa, N. 
clevelandii 
Brault et al. (2000, 2003), Bruyère 
et al. (1997), Ziegler-Graff et al. 
(1996) 
  Potato leafroll 
virus (PLRV) 
CP, RT, RT*, 
P4 
Virión N. benthamiana, 
N. clevelandii, P. 
floridana, S. 
tuberosum 
Kaplan et al. (2007), Lee et al. 
(2002, 2005), Peter et al. (2008) 
POTYVIRIDAE 
Potyvirus (+)ssRNA 
monopartito 
Tobacco etch 
virus (TEV) 
CP, VPg, 
HC-Pro 
 N. tabacum Dolja et al. (1994), Cronin et al. 
(1995), López-Moya y Pirone 
(1998), Schaad et al. (1997), 
Kasschau y Carrington (2001 
  PotatovirusA 
(PVA) 
CP, VPg, 
6K2 
 N. physaloides, S. 
commersonii 
Hämäläinen et al. (2000), Ivanov 
et al. (2003), Rajamäki y Valkonen 
(1999, 2002) 
TOMBUSVIRIDAE 
Dianthovirus (+)ssRNA 
multipartito 
Redclover 
necrotic mosaic 
virus (RCNMV) 
MP   Revisado en Waigmann et al. 
(2004), Ueki y Citovsky (2007) 
   CP Virión N. benthamiana, 
N. clevelandii 
Vaewhongs y Lommel (1995), 
Xiong et al. (1993) 
   ∆CP, ? RNP N. benthamiana 
(15°C) 
 
   ∆CP, ? RNP* N. benthamiana Park et al. (2012) 
  Carnation 
ringspot virus 
(CRSV) 
CP Virión N. benthamiana Sit et al. (2001) 
Tombusvirus (+)ssRNA 
monopartito 
Tomato bushy 
stunt virus 
(TBSV) 
∆CP, ? RNP* N. benthamiana, 
N. clevelandii 
Desvoyes and Scholthof (2002), 
Qu and Morris (2002), Scholthof et 
al. (1993) 
   CP 
P19 
Virión  
S. oleracea, 
Capsicum 
 
Dunoyer et al. (2010), Scholthof et 
al. (1995), Voinnet et al. (1999) 
Anexos 
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  Cymbidium 
ringspot virus 
(CymRSV) 
∆CP, ? 
CP 
P19 
RNP 
Virión 
N. benthamiana 
N. clevelandii 
N. benthamiana 
Dalmay et al. (1992) 
 
Havelda et al. (2003) 
Género Genoma Especie Factores 
virales 
requeridos 
para el 
transporte 
sistémico 
Forma viral 
utilizada 
para el 
transporte 
sistémico 
Hospedante Referencias 
Carmovirus (+)ssRNA 
monopartito 
Turnip crinkle 
virus (TCV) 
CP Virión B. campestris, N. 
benthamiana, A. 
thaliana 
Heaton et al. (1991), Cohen et al. 
(2000), Qu et al. (2003), Choi et al. 
(2004), Deleris et al. (2006), Cao 
et al. (2010) 
Necrovirus (+)ssRNA 
monopartito 
Olivelatentvirus 
(OLV-1) 
CP Virión N. benthamiana Pantaleo et al. (1999, 2006) 
VIRGAVIRIDAE 
Tobamovirus (+)ssRNA 
monopartito 
Tobacco mosaic 
virus (TMV) 
CP Virión N. sylvestris, N. 
tabacum 
Holt and Beachy (1991), Knorr y 
Dawson (1988), Osbourn et al. 
(1990), Saito et al. (1990) 
Hordeivirus (+)ssRNA 
multipartito 
Barleystripe 
mosaic virus 
(BSMV) 
TGB1 RNP H. vulgare, N. 
benthamiana, C. 
quinoa 
Jackson et al. (2009), Lim et al. 
(2008), Makarov et al. (2009), 
Petty et al. (1990), Solovyev et al. 
(2012), Verchot-Lubicz et al. 
(2010) 
Pomovirus (+)ssRNA 
multipartito 
Potato mop-top 
virus (PMTV) 
∆CP, TGB1 RNP (solo 
viriones de 
RNA1 y 2) 
N. benthamiana, 
N. clevelandii 
McGeachy y Barker (2000), 
Savenkov (2003), Torrance et al. 
(2009, 2011),Wright et al. (2010) 
Tobravirus (+)ssRNA 
multipartito 
Tobaccorattle 
virus (TRV) 
∆CP, ? 
(aislamientos 
NM) 
CP 
(aislamientos 
M) 
RNP* 
 
 
Virión 
N. benthamiana, 
N. clevelandii 
Macfarlane (2010), Swanson et al. 
(2002), Torrance et al. 
(2011),Wright et al. (2010), 
Ziegler-Graff et al. (1991) 
FAMILIA SIN ASIGNAR 
Umbravirus (+)ssRNA 
monopartito 
Groundnut 
rosette virus 
(GRV) 
P3 RNP N. benthamiana, 
C. quinoa 
Canetta et al. (2008), Kim et al. 
(2007a,b), Ryabov et al. (2001), 
Taliansky et al. (2003) 
  Pea enation 
mosaic virus-2 
(PEMV-2) 
P3 RNP N. benthamiana Kim et al. (2007a,b), Ryabov et al. 
(2001) 
Sobemovirus (+)ssRNA 
monopartito 
Southern bean 
mosaic virus 
(SBMV) 
CP Virión Poroto, V. 
unguiculata 
Fuentes y Hamilton (1993) 
Benyvirus (+)ssRNA 
multipartito 
Beetnecrotic 
yellowveinvirus 
(BNYVV) 
CP, P14 Virión C. quinoa, T. 
expansa 
Chiba et al. (2013), Lauber et al. 
(1998), Peltier et al. (2012), Quillet 
et al. (1989), Ratti et al. (2009) 
Proteínas virales involucradas en el movimiento sistémico de los virus mencionados. CP: proteína de cubierta, N: proteína de la 
nucleocápside, MP: proteína de movimiento, TGB: triple gene block protein, VPg: viral protein genome-linked; RT: readthrough 
protein; RT*: forma truncada de RT. Se indica también el complejo viral transportado a larga distancia [viriones o complejos de 
ribonucleoproteínas (RNP)]. En los casos en los que no se conoce con certeza la forma viral de transporte por floema, la forma 
más probable es indicada es cursiva. En algunos caso, además de los virones, una forma alternativa de transporte se puede 
observar cuando se muta o elimina la CP (indicado como ∆CP), aunque el movimiento sistémico de estos complejos de RNP 
(RNP*) es en general menos eficiente que el que involucra a los viriones. 
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Ophioviridae is a family of segmented, negative-sense, single-stranded RNA plant viruses. We showed
that their cell-to-cell movement protein (MP) is an isolated member of the 30K MP superfamily with a
unique structural organization. All 30K MPs share a core domain that contains a nearly-invariant sig-
nature aspartate. We examined its role in the MP of Citrus psorosis virus (CPsV) and Mirafiori lettuce big-
vein virus (MiLBVV). Alanine substitution of this aspartate prevented plasmodesmata accumulation of
MPMiLBVV, while MPCPsV was not affected. The capacity of ophiovirus MPs to increase the plasmodesmata
size exclusion limit and non-cell autonomous protein feature was abolished in both mutants. To in-
vestigate the role of the signature aspartate in cell-to-cell movement, we constructed a new movement-
deficient Tobacco mosaic virus vector used for trans-complementation assays. We showed that both
ophiovirus MP mutants lack the cell-to-cell movement capacity, confirming that this signature aspartate
is essential for viral cell-to-cell movement.
& 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.1. Introduction
For a successful infection, plants viruses must spread from the
first infected cells in a process called cell-to-cell movement until
they reach the vasculature and rapidly invade the rest of the plant.
This crucial process occurs via plasmodesmata (PD), which are
intercellular membranous channels that bridge the cytoplasm of
contiguous cells (Heinlein and Epel, 2004). PD conductivity is
regulated by the plant in order to control the flow of macro-
molecules (Crawford and Zambryski, 2001; Lucas et al., 2009;
Roberts et al., 2001). In particular, PD only let molecules spread by
diffusion if their size is below a cut off the molecular size exclusion
limit (SEL), specific to each PD (Ding, 1997). Because the SEL of PDs
is always much smaller than the size of any known plant virus or
viral genome, plant viruses need an active strategy to cross the PD
and move from cell to cell. Most plant viral genomes encode a
movement protein (MP) gene(s) that is specifically required for
virus spread through PD (Heinlein, 2015; Leisner, 1999; Lucas,
2006).
Many movement proteins display 4 properties that may enablearcía).them to mediate viral genome cell-to-cell movement which may
be shared by all or most movement proteins. They consist in
(1) binding to single-stranded RNA and DNA cooperatively but
non-specifically (Karpova et al., 2006; Lough et al., 2000; She-
myakina et al., 2011); (2) localizing to and accumulating at PD
(Ding et al., 1992; Lucas, 2006; Niehl and Heinlein, 2011); (3) in-
ducing the increase of the PD size exclusion limit; and (4) facil-
itating their own or heterologous macromolecules intercellular
trafficking (Su et al., 2010; Vogler et al., 2008; Waigmann and
Zambryski, 1995; Wolf et al., 1989).
Ophioviridae is a family of negative strand RNA plant viruses
whose type specie is Citrus psorosis virus (CPsV). Ophioviruses
cause major diseases in crops of citrus, lettuce, blueberry and or-
namental plants (Moreno et al., 2015; Morikawa et al., 1995;
Roggero et al., 2000; Thekke-Veetil et al., 2014; Torok and Vetten,
2010; Vaira et al., 2009; Vaira et al., 1997). Their genome is divided
into 3 segments for CPsV and 4 segments for Mirafiori lettuce big-
vein virus (MiLBVV) (Vaira et al., 2011). RNA 2 encodes the move-
ment protein, named 54K for CPsV and 55K for MiLBVV (Hiraguri
et al., 2013; Robles Luna et al., 2013).
MPs are currently grouped in four different structural classes, of
which the largest is the 30K superfamily, composed of members
structurally related to the 30 kDa MP of Tobacco mosaic virus (TMV)
(Koonin et al., 1991; Melcher, 2000; Mushegian and Koonin, 1993).
While this work was in preparation, Mushegian and Elena (2015)
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family on the basis of sequence analyses. However, in this work we
have made a more extensive analysis of the MP, we have delineated
the 30K core domain, and we provide biological evidence. MPs of
the 30K superfamily have poor overall sequence conservation, but
share a conserved core domain with the same predicted secondary
structure which consists of 1 α-helix and 7 predicted β-strands
(Melcher, 2000; Mushegian and Elena, 2015; Yu et al., 2013). The
only sequence feature common to all 30K MPs is a short region
between β-strands 1 and 2, which contains several conserved hy-
drophobic positions, and a nearly-invariant aspartate which con-
stitutes the sequence signature of the superfamily (Melcher, 2000;
Mushegian and Koonin, 1993; Yu et al., 2013). This aspartate ap-
pears to be required for the movement activity of these MPs (Ber-
tens et al., 2000; Li et al., 2009; Yu et al., 2013; Zhang et al., 2012),
but its precise molecular function is unknown.
In a previous study, we demonstrated that the MPs of CPsV and
MiLBVV localize to PD, enhance GFP cell-to-cell diffusion, spread to
neighboring epidermal cells and can trans-complement cell-to-cell
movement of mutants of Potato virus X (PVX) and TMV that are
defective for movement (Robles Luna et al., 2013). We now asked
the following questions: what is the predicted structural organiza-
tion of the ophiovirus MP? Can it be assigned to a group within the
30K superfamily or it is an isolated member?What is the role of the
signature aspartate in ophiovirus MP? We answered these ques-
tions by a combination of bioinformatics and biological analyses.2. Results and discussion
2.1. The ophiovirus MP is an isolated member of the 30K superfamily,
and has a unique N-terminal domain
Fig. 1 presents an alignment of the sequences of ophiovirus
MPs, with their predicted secondary structure. HHpred (see
Methods) on aligned ophiovirus MPs identified a match to PFAM
family 3A, which corresponds to the 30K MPs of a wide group of
taxa including, among others, Bromoviridae, Virgaviridae and Tos-
poviruses. This match had a marginal E-value (E¼1). We examined
it using the software HHalign (Biegert et al., 2006), which is more
sensitive, and is used to validate homologs. HHalign returned a
statistically significant E-value (E¼7.104) for the comparison
between the MPs of ophioviruses and the MPs of the PFAM family
3A, indicating that ophiovirus MPs are homologous to these MPs,
and thus are part of the 30K superfamily. While this work was in
preparation, Mushegian and Elena (2015) reported similar find-
ings. Examination of the predicted secondary structure of the
ophiovirus MP indicates that its core domain (helix αA and strands
β1 to β7′ in the nomenclature of Melcher (2000)) is located be-
tween amino acids (aa) 90 and 233 in CPsV numbering (Fig. 1, see
below). The signature D* residue is boxed in Fig. 1.
In summary, the predicted structural organization of ophio-
virus MPs is presented in Fig. 1. They are predicted to be organized
in 6 regions (Fig. 1): (1) a disordered N-terminus, variable in se-
quence and in length (not shown in the alignment); (2) an
N-terminal domain conserved in sequence in ophioviruses
(strands βX to βZ); (3) the core domain common to all 30K MPs
(helix αA and strands β1 to β7′), containing the signature D* re-
sidue (boxed in Fig. 1); (4) a long, disordered, central region; (5) a
C-terminal domain, conserved in secondary structure but not in
sequence; (6) a short, variable disordered C-terminus (not shown
in the alignment). The central, disordered region contains two
parts: (i) a long segment with the potential to form an α-helix
(αB), rich in charged residues, and (ii) a region highly variable in
sequence downstream of αB. The first 35 amino acids of the
C-terminal domain probably form a highly flexible loop, in view oftheir sequence variability and low predicted secondary structure
content (Fig. 1). Interestingly, we noticed that the C-terminal do-
main contains a strictly conserved DTG tripeptide (boxed in Fig. 1).
It is probably conserved for functional, rather than structural
reasons. This conserved tripeptide has not been described in the
C-terminus of other 30K MPs, to our knowledge.
We then examined the evolutionary relationship of the
ophiovirus MP to other 30K MPs. A Psiblast search on the core
domain of ophiovirus MPs found no statistically significant match
(Eo103), although it returned a marginal hit (E¼3.1) to an MP of
the 30K superfamily, the PC4 protein of Iranian wheat stripe te-
nuivirus (accession number AAP82278.1), with 17% sequence
identity over 131 aas. By comparison, in a previous study, a Psiblast
query on a single 30K MP, that of trichovirus, retrieved most 30K
MPs with significant E-values (Mushegian and Elena, 2015).
Therefore, the lack of significant matches to ophiovirus MPs in
Psiblast clearly indicates that ophiovirus MPs are evolutionarily
distant from most other 30K MPs.
At present, the phylogeny of highly distant proteins cannot be
reliably inferred, and consequently we could not use the core do-
main to infer evolutionary relationships between the MP of
ophioviruses and that of other 30K MPs. However, one can use
derived characters, i.e. characters that are not common to a whole
family of proteins, to assess phylogenetic relationships between
these proteins. The N-terminal domain of the ophiovirus 30K MP
may be such a derived character. Accordingly, we performed
homology searches on this N-terminal domain to determine whe-
ther we could identify matches to other 30K MPs. We could identify
no homologs of this N-terminal domain, even by examining all hits
with marginal significance up to an E-value of 10,000 using Psi-
blast. Therefore, the N-terminal domain is conserved in sequence
only in ophioviruses. When combined, the results above clearly
indicate that the ophiovirus MP is an isolated member of the 30K
superfamily, distantly related to tenuivirus MPs.
2.2. Alanine substitution of the signature aspartate affects differently
the PD localization of MPs of CPsV and MiLBVV
To investigate the role of the signature aspartate of the
ophiovirus MPs in PD localization, we constructed mutants re-
placing the aspartate by alanine, generating MPCPsVD141A and
MPMiLBVVD174A. We co-expressed the mutants fused to eGFP
(MPCPsVD141A:eGFP and MPMiLBVVD174A:eGFP) with the PD mar-
ker PDCB1:mCherry in Nicotiana benthamiana epidermal cells by
agroinfiltration, and visualized their localization by confocal laser
scanning microscopy (CLSM). Mutant MPCPsVD141A:eGFP co-loca-
lizes with the PD marker, as does the wild-type protein MPCPsV:
eGFP (Fig. 2A and B). In contrast, the MPMiLBVVD174A:eGFP mutant
did not localize at the PD, but remained localized in the cytoplasm
(compare Fig. 2C and D), indicating that the alanine substitution of
the aspartate abolishes the localization at PD. Thus, in these two
ophioviruses, the signature aspartate plays a different role in the
ability of the MP to localize at PD. The expression, size and in-
tegrity of the fusion proteins were confirmed by western blot (See
Supplementary Fig. 1A).
The effect of substituting the signature aspartate of a 30K MP
on localization to the PD has been studied in the genera Tospovirus,
Comovirus, Emaravirus, Tobamovirus and Cytorhabdovirus. It has
been shown that the signature aspartate D154 of the MP (NSm) of
the tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV), does not seem to
be involved in its subcellular distribution, since when it is replaced
by alanine, the cellular distribution of the MP is conserved (Li
et al., 2009). In contrast, the substitution D143A in the MP of
Cowpea mosaic virus reduces its efficiency to target the plasma
membrane of the cell (Bertens et al., 2000). Alanine substitution of
D127 in the MP of Raspberry leaf blotch virus (RLBV) causes loss of
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Fig. 1. Sequence alignment and predicted structural organization of ophiovirus MPs. The MPs sequences are those of Citrus psorosis virus (CPsV, accession number
AAM47152.1), Mirafiori lettuce big-vein virus (MiLBVV, accession AGG54707.1), Blueberry mosaic associated virus (BlMaV, accession AIF28243.1), and Lettuce ring necrosis virus
(LRNV, accession YP_053238.1). The boundaries of the central disordered region are approximate. The signature D residue (D*) downstream of β2 and the DTG tripeptide are
boxed.
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membranes (Yu et al., 2013). In the tobamovirus Turnip vein-
clearing virus (TVCV) the alanine substitution of the signature
D103 of its MP (P30) causes the lost of PD localization (Mann et al.,
2016). Within the genus Cytorhabdovirus, the alanine substitution
of the signature D impairs PD targeting of Lettuce necrotic yellows
virus (LNYV) MP (P3), while the P3 localization of Alfalfa dwarf
virus (ADV) was mostly unaffected by that substitution (Mann
et al., 2016). Thus, this aspartate appears to play no consistent role
in subcellular localization, which could explain the contrasting
results observed in the two ophiovirus mutants.
2.3. The signature aspartate of ophiovirus MPs is required to increase
the size exclusion limit (SEL) of the plasmodesmata
It is known that in tobacco sink leaves, but not in source leaves,GFP (27 kDa) and other molecules of up to 50 kDa can diffuse
freely through PD (Oparka et al., 1999). We previously showed that
MPCPsV and MPMiLBVV are able to increase the PD SEL in source
tissues (mature leaves), allowing GFP cell-to-cell diffusion (Robles
Luna et al., 2013). We investigated whether the signature aspartate
in the MP of both ophioviruses was required for this activity, by
using gating assays. We co-infiltrate Agrobacterium tumefaciens
cultures that allow the expression of GFP and the MPs in N. ben-
thamiana source leaves. Isolated cells expressing GFP were
achieved by using highly diluted cultures of Agrobacterium, while
to ensure that all cells of the infiltrated area express either
MPCPsVD141A:mRFP, MPMiLBVVD174A: mRFP or mRFP (negative
control), the corresponding Agrobacterium cultures were used at
high concentration. Expression of mRFP fusion proteins was tested
by western blot (see Supplementary Fig. 1). Fig. 3A and B(i) show
that GFP fluorescent clusters of 2–6 cells were observed in 100% of
Fig. 2. Subcellular localization of MPCPsVD141A and MPMiLBVVD174A mutants. CLSM at 3 dpai in N. benthamiana epidermal cell co-expressing MPCPsV:eGFP (A), MPCPsVD141A:
eGFP (B), MPMiLBVV:eGFP (C) or MPMiLBVVD174A:eGFP (D) with PDCB1:mCherry. Scale bar¼10 mm. Arrows indicate PD.
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contrast, when mutant MPs were co-expressed, fluorescence re-
mained almost exclusively within the transformed cell (14% of foci
with 2–3 cells in the case of MPCPsVD141A: mRFP and 11% for
MPMiLBVVD174A: mRFP, similar to the negative control). These re-
sults indicate that the mutants were not able to facilitate the in-
tercellular passage of GFP. Another feature of ophiovirus MP is
their ability to mediate their own transport through PD (Robles
Luna et al., 2013), the non-cell autonomous protein (NCAP) feature.
Thus, our next goal was to analyse whether the mutants
MPCPsVD141A and MPMiLBVVD174A are NCAPs. To address thisquestion, we infiltrated N. benthamiana leaves with highly diluted
Agrobacterium cultures to express either MPCPsVD141A:eGFP or
MPMiLBVVD174A:eGFP in isolated epidermal cells. If MP mutants
lost the ability to mediate their own transport through PD, GFP
fluorescence would remain within the transformed cells. Indeed,
GFP fluorescence was observed mainly in isolated cells, with only
16% of foci with 2 or more cells in the case of both MPCPsVD141A:
eGFP and MPMiLBVVD174A:eGFP, in contrast to nearly 90% obtained
with wild-type MPs (Fig. 3A and B(ii)).
Together, these results indicate that the alanine substitution of
the aspartate prevents MPs from modifying the PD SEL, and from
Fig. 3. GFP-gating and NCAP assays of MPCPsVD141A and MPMiLBVVD174A mutants in N. benthamiana leaves. (A) Table indicating the percentage of GFP-fluorescent foci at
3 days post agro-infiltration (dpai) with the number of cells in each focus for the conditions described in the left column. Movement¼% of foci with GFP signal in Z2
adjacent cells. (B) Graphs showing the percentage of GFP-fluorescent foci with more than one cell indicating the ability of the mutants to facilitate the intercellular diffusion
of cytosolic GFP (i) or to mediate their own transport through PD (NCAP) (ii). Bars represent mean values 7SD from 4 (GFP-gating) or 3 (NCAP) independent experiments.
Means with different letters are significantly different (Tukey's HSD, po0.001).
M.B. Borniego et al. / Virology 498 (2016) 172–180176facilitating their own movement between adjacent cells.
Heinlein (2015) mentioned that the presence of accumulated
MP in PD does not necessarily indicate that the PD are gated. Ac-
cumulation of MP in PD and gating may even represent in-
dependent functions of MP. In this context, the results obtained
with the MPCPsVD141A mutant support this idea, since this mutant
accumulates at PD but is not able to gate the PD.
2.4. The signature aspartate of ophiovirus MPs is essential for viral
movement
We could not perform direct assays of the movement function
of MPs in the context of viral infection because an ophiovirus in-
fectious clone system is not available yet. Therefore, we decided to
test heterologous viral movement complementation. We created a
new TMV-based vector deficient in cell-to-cell movement, which
could be used by Agrobacterium infiltration rather than in vitro
transcription. This vector derived from the pJL-TRBO-G infectious
clone (Lindbo, 2007). The vector carries a large N-terminal dele-
tion in its MP, and expresses GFP instead of the coat protein (CP)
under the control of the CP subgenomic promoter (TMVΔMPΔCP-
GFP) (Fig. 4A(i)). We optimized the conditions for trans-complementation assays using ectopic expression of the MP of
TMV (MPTMV) from a binary vector, as positive control (Fig. 4A(ii)
and A(iii)). We performed assays by infiltrating Agrobacterium
culture to express either of each MP fused to mRFP, or free mRFP
(used as negative control), together with a diluted Agrobacterium
culture carrying the TMVΔMPΔCP-GFP vector into N. benthamiana
leaves. At 5 days post agroinfiltration (dpai), GFP fluorescence was
detected only in isolated cells of leaves expressing TMVΔMPΔCP-
GFP together with mRFP, showing that this TMV mutant can re-
plicate in the transformed cell but not move to adjacent cells
(Fig. 4B (negative controls) and C(i)). In contrast, when
TMVΔMPΔCP-GFP was co-expressed with any of the tested MPs,
expanding foci of several cells expressing GFP were detected, in-
dicating that the TMV mutant could move efficiently from the
original cell into neighboring cells (Fig. 4A(iii), B (positive con-
trols), C(ii) and C(iv)). These results demonstrate that the ectopic
expression of MPTMV:mRFP by binary vector was able to comple-
ment the cell-to-cell movement of the TMVΔMPΔCP-GFP re-
porter, indicating that this new vector is functional for trans-
complementation assays. As expected, MPCPsV:mRFP and
MPMiLBVV:mRFP proteins were also able to restore the movement
of the TMV, as we have been previously shown with other two
Fig. 4. Movement trans-complementation assay of TMVΔMPΔCP-GFP vector with MPCPsVD141A and MPMiLBVVD174A mutants in N. benthamiana leaves. (A) (i) Schematic
representation of the T-DNA region of the movement-deficient TMV vector TMVΔMPΔCP-GFP. Block arrow, CaMV duplicated 35S promoter; dark gray box, CaMV polyA
signal sequence/terminator; light gray box, Ribozyme; bent arrows, subgenomic promoter. RdRp, TMV 126K/183K ORF; GFP, green fluorescent protein ORF; LB, left border;
RB, right border. (ii) Illustration of trans-complementation assay using agro-infiltration (iii) Representative images of UV illuminated N. benthamiana leaves co-expressing
TMVΔMPΔCP-GFP and MPTMV:mRFP on the left side or mRFP on the right side at 7 dpai. (B) Representative images of UV illuminated N. benthamiana leaves co-expressing
TMVΔMPΔCP-GFP and the proteins indicated above, taken at 7 dpai. (C) Representative images of the size of TMVΔMPΔCP-GFP infection foci observed on leaves agroin-
filtrated for the expression of (i) mRFP, (ii) MPCPsV:mRFP, (iii) MPCPsVD141A:mRFP, (iv) MPMiLBVV:mRFP or (v) MPMiLBVVD174A:mRFP. Fluorescence was monitored with a
confocal laser scanning microscope at 5 dpai. Scale bar¼100 mm.
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M.B. Borniego et al. / Virology 498 (2016) 172–180178movement-deficient viral vectors (Robles Luna et al., 2013).
To determine the impact of the D mutation in cell-to-cell
movement, we conducted the same assay with MPCPsVD141A:
mRFP or MPMiLBVVD174A:mRFP mutants. For both mutants, we
visualized by GFP fluorescence, foci consisting of single cells
(Fig. 4B and C(iii)(v)). Thus, none of these mutants were able to
complement the TMVΔMPΔCP-GFP movement mutant, indicating
that the signature aspartate is essential for movement com-
plementation. Similar results have been found for the viruses RLBV
(Emaravirus) (Yu et al., 2013), Rice stripe virus (Tenuivirus) (Zhang
et al., 2012), TSWV (Li et al., 2009), Tobacco rattle virus (Tobravirus)
(Yu et al., 2013), TVCV, ADV and LNYV (Mann et al., 2016), sup-
porting the importance of the signature aspartate for movement
function. These results, together with the differences observed in
the subcelullar localization, show that PD localization may not be
correlated with cell-to-cell movement. Thus, although the sig-
nature aspartate seems to be roughly involved in cell-to-cell
movement of the 30K MPs, it does not appear to exert the same
role on PD localization in all 30K MPs, even between viruses be-
longing to the same genus as happen with cytorhabdo and
ophioviruses.3. Conclusions
To gain insight into the cell-to-cell movement mechanism of
ophioviruses, we realized an exhaustive sequence and structure
prediction analysis, together with functional studies on the MPs of
this family of negative segmented viruses. We found that the
ophiovirus MP is an isolated member of the 30K superfamily, with
a unique organization. In ophioviruses, the signature aspartate of
the MP is necessary to increase the size exclusion limit of the
plasmodesmata, to maintain its NCAP capacity and to support cell-
to-cell movement of a movement-deficient TMV virus mutant. In
contrast, it is not consistently needed for PD localization in CPsV
and MiLBVV. By comparing these results with earlier studies in
other virus genera, we can conclude that in the superfamily of 30K
MPs, the signature aspartate has a conserved role in the move-
ment activities.4. Materials and methods
4.1. Protein sequence analyses
We used ANNIE (Ooi et al., 2009) to predict protein structural
organization. We used Psi-Coffee (Di Tommaso et al., 2011; Taly
et al., 2011) for multiple sequence alignments. The alignment is
presented using Jalview (Waterhouse et al., 2009) with the Clus-
talX colouring scheme (see Fig. 2b and d in Procter et al. (2010)).
The secondary structure of individual sequences was predicted
using Jpred (Cole et al., 2008), and was verified in the context of
multiple alignments using PROMALS (Pei et al., 2007). We pre-
dicted disordered regions with MetaDisorder (Kozlowski and
Bujnicki, 2012), according to the principles described in (Ferron
et al., 2006).
For remote homology detection we used the profile-sequence
comparison method Psi-Blast (Altschul et al., 1990; Altschul et al.,
1997) and the profile-profile comparison methods HHblits (Re-
mmert et al., 2012) and HHpred (Hildebrand et al., 2009), as de-
scribed in (Kuchibhatla et al., 2014), against the databases PFAM,
version 30 (Finn et al., 2016), with a standard cut-off E-value of
103. We used HHalign (Biegert et al., 2006) to validate potential
homologs by pairwise comparison, with a cut-off E-value of 103.4.2. Plasmid construction
The wild type MPCPsV and MPMiLBVV fusions constructs and their
expression in leaves of N. benthamiana were described previously
(Robles Luna et al., 2013). MPCPsV and MPMiLBVV mutants were
constructed by using overlapping PCR with mutagenic primers and
cloned into PCR8/GW/TOPO (ThermoFisher Scientific). The result-
ing entry plasmids were digested with XhoI and recombined with
the plant expression vectors pB7RWG2 and pB7FWG2 (Karimi
et al., 2002) to obtain C-terminal fusions to mRFP or eGFP, using LR
Clonase II Enzyme Mix Kit (ThermoFisher Scientific) following the
manufacturer's instructions. Correct cloning was confirmed by
DNA sequencing. Verified recombinant plasmids were transferred
to A. tumefaciens strain GV3101 by electroporation.
TMVΔMPΔCP-GFP was constructed from pJL-TRBO-G (kindly
provided by Jonh A. Lindbo) (Lindbo , 2007). A fragment of 489 nt
corresponding to the positions 57-545 of the MP was deleted by
PCR using Pfu DNA polymerase (INBIO Highway) and oligonu-
cleotides: 5´-GGTTACCTAAATAATAGACGGAGGGCCCATGGAAC-3′
and 5′-TCTATTATTTAGGTAACCTTTGTCAGGTCGATAAACTC-3′. The
amplified 11 kb PCR product was transformed into E. coli strain
DH5α. The construct was verified by DNA sequencing and the
plasmid transferred to A. tumefaciens strain GV3101 by
electroporation.
4.3. Plant agroinfiltration
Agroinfiltration experiments were performed in 5 to 6 week
old N. benthamiana plants maintained in a growth chamber at
23 °C to 25 °C with 16 h light/8 h dark photoperiod. A. tumefaciens
cultures were harvested by centrifugation, diluted in water to a
cell density OD600 nm value of 0.3 or as indicated, and infiltrated
with 1-ml needleless syringe into the abaxial side of the leaf.
Leaves were observed at 2–5 days post agroinfiltration (dpai). The
expression of the fusion proteins was confirmed by western blot.
4.4. Protein analysis
Total soluble protein extracts of agroinfiltrated plant tissue
were prepared by grinding of leaf material frozen in liquid nitro-
gen and then homogenizing in protein extraction buffer (75 mM
Tris–HCl pH 6.8, 10% glycerol, 5% β-mercaptoethanol, 2% SDS and
1.0 mM PMSF) at 4 °C, shaking for 15 min. Extracts were mixed
with sample buffer, boiled for 10 min, and clarified by centrifuging
for 5 min at 13,000 rpm. Clarified supernatants were separated on
12% [w/v] SDS-PAGE. Proteins were transferred to PVDF mem-
branes (Amersham Hybond-P; GE Healthcare), and blocked with
5% (w/v) nonfat milk powder in Tris-buffered saline containing
0.05% (v/v) Tween-20. eGFP and mRFP fusion proteins were de-
tected with anti-GFP (JL-8) monoclonal antibody (BD Biosciences
Clontech, USA) and anti-mRFP [6G6] monoclonal anti body
(Chromotek, Germany), respectively. Horseradish Peroxidase con-
jugated anti-mouse (BioRad, USA) was used as secondary antibody.
Protein sizes were estimated using the PageRuler™ pre-stained
protein ladder 10–180 kDa (ThermoFisher Scientific).
4.5. Fluorescence microscopy
CLSM was performed using a Leica TCS SP5 II microscope
equipped with a HCX PL APO CS 63.01.40 OIL UV objective,
excitation/emission wavelength of 488/524–550 nm for eGFP and
of 543/566–634 nm for mRFP, and LAS AF version 2.2.1 4842
software. Images were processed with ImageJ software.
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PD gating was approached as described previously (Bayne et al.,
2005), with minor modifications. Fully expanded leaves of N.
benthamiana plants were agroinfiltrated with diluted Agrobacter-
ium cultures carrying pGDG (for cytosolic GFP expression) (Goodin
et al., 2002) at OD600 nm¼5.0104 and the construct that ex-
pressed the silencing suppressor p19 (pBin61-P19) (Voinnet et al.,
2003) at OD600 nm¼0.2 together with Agrobacterium cultures car-
rying the construct that expressed either the negative (mRFP) or
positive controls (MPCPsV:mRFP or MPMiLBVV:mRFP) at
OD600 nm¼0.3 in one half of the leaf allowing GFP expression in
isolated epidermal cells, or together with Agrobacterium cultures
carrying either MPCPsVD141A:mRFP or MPMiLBVVD174A:mRFP
(OD600 nm¼0.3), on the other side. To evaluate NCAP activity,
leaves were co-agroinfiltrated with a diluted Agrobacterium cul-
ture (OD600 nm¼5104) carrying pGDG, pB7-MPCPsV:eGFP, pB7-
MPMiLBVV:eGFP, pB7-MPCPsVD141A:eGFP or pB7-MPMiLBVVD174A:
eGFP, mixed with an Agrobacterium culture carrying pBin61-P19
(OD600 nm¼0.2). The number of fluorescence foci and cells in each
focus were counted at 3 dpai by fluorescence microscopy. Four
(GFP-gating) or three (NCAP) independent experiments were
performed. Arcsine transformation was used to correct data for
normal distribution. Comparisons among independent experi-
ments for each protein analysed were done using one-way ANOVA
(with Tukey's post hoc test, α¼0.05).
4.7. Movement trans-complementation assay
N. benthamiana leaves were agroinfiltrated with diluted
Agrobacterium cultures containing TMVΔMPΔCP-GFP
(OD600 nm¼1.0105) and pBin61-P19 (OD600 nm¼0.2) together
with Agrobacterium cultures for the expression of either the ne-
gative control mRFP (OD600 nm¼0.3) or the positive controls
(MPCPsV:mRFP or MPMiLBVV:mRFP) (OD600 nm¼0.3) in one half of
the leaf, or together with Agrobacterium cultures carrying either
MPCPsVD141A:mRFP or MPMiLBVVD174A:mRFP (OD600 nm¼0.3), on
the other half. Infection foci were analysed at 4–7 dpai under UV
illumination and CLSM. Four independent experiments were done
using four leaves for each protein analysed.Acknowledgments
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